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2. SOUHRN

Senzoricka deprivace nékteré z modalit vede k zefektivnéni funkce zbyvajicich
modalit prostfednictvim mechanizmti synaptické plasticity. MySi kmene C3H trpi retindlni
degeneraci typu RDI1, ktera zpisobuje téméf tplné oslepnuti v mladém véku. Nezavisle na
retinalni degeneraci se u neékterych zvirat vyskytuje i olivocerebelarni degenerace podminéna
mutaci Lurcher. Toto neurodegenerativni postiZzeni zplsobuje postizeni motoriky, vyssi
excitabilitu CNS a zmény synaptické plasticity.

Cilem této prace bylo zhodnotit roli vousti v kompenzaci zrakového deficitu a
posoudit vliv olivocerebelarni degenerace na tento kompenzacni proces. Abychom odlisili roli
voust od ostatnich mechanizmd, které se na kompenzaci mohou podilet, studovali jsme efekt
dlouhodobé a akutni taktilni deprivace. Sledovali jsme motorické funkce (rotarod test, beam
walking test), parametry chtize (CatWalk system), spontanni motorickou aktivitu (open field)
a excitabilitu CNS (audiogenni epilepsie).

U vidicich mysi s intaktnim mozeckem neméla vibrisotomie zadny efekt. U slepych
zvitat bez mozeckové poruchy ovlivnila chronicka taktilni deprivace parametry chiize a
vysledky motorickych testii. Taktilni informace z voust maji pro kompenzaci slepoty zasadni
vyznam, coz ozfejmila akutni vibrisotomie, po niz doslo k vyraznéjSim zméndm parametril
chiize a ke zhorSeni vysledkli motorickych testli. Chronickd i akutni taktilni deprivace
navodila u zvifat izkostné chovani. Pouze kombinace slepoty a chronické taktilni deprivace
vedla ke zvyseni citlivosti sluchu.

U mysi Lurcher s olivocerebelarni degeneraci ovlivnila chronicka i akutni taktilni
deprivace vysledky motorickych testi a spontdnni motorickou aktivitu nejen u slepych, ale i u
vidicich jedincti. Tato zjiSténi naznacuji, Ze neurodegenerativni postiZzeni narusuje nejenom
krosmodalni plasticitu, ale negativné ovliviluje 1 senzorimotorickou integraci. Metoda
audiogenni epilepsie odhalila zvySenou citlivost sluchu u slepych chronicky taktilné
deprivovanych mysi. Tento nalez miize byt vysvétlen prirozené vyssi drazdivosti CNS u mysi

typu Lurcher.



3. SUMMARY

Sensory deprivation in one modality can enhance the development of the remaining
modalities via mechanisms of synaptic plasticity. Mice of C3H strain suffers from RD1 retinal
degeneration that leads to visual impairment at weaning age. Independently on the retinal
degeneration there is also present olivocerebellar degeneration caused by Lurcher mutation.
This neurodegenerative disorder causes motor deficits, increased CNS excitability as well as
changes in synaptic plasticity.

The aim of this study was to evaluate a role of whiskers in compensation of the visual
deficit and to assess the influence of the olivocerebellar degeneration on this process. To
differentiate contribution of the whiskers from other mechanisms that can take part in the
compensation, we investigated the effect of both chronic and acute tactile deprivation. We
focused on motor skills (rotarod, beam walking test), gait control (CatWalk system),
spontaneous motor activity (open field) and the CNS excitability (audiogenic epilepsy).

In the seeing mice without olivocerebellar degeneration, the removal of the whiskers
had no effect. In the blind animals without olivocerebellar degeneration, chronic tactile
deprivation caused changes in gait and impaired the performance in motor tests. Some other
compensatory mechanisms were involved but the whiskers are essential because the acute
removal of the whiskers revealed more marked change of gait and the worsening of the motor
performance. Both chronic and acute tactile deprivation induced anxiety-like behaviour. Only
a combination of blindness and chronic tactile deprivation led to an increased sense of
hearing.

In both seeing and blind mice suffering from olivocerebellar degeneration, chronic as
well as acute tactile deprivation influenced performance in the motor tests and spontaneous
motor activity. This finding suggests that neurodegenerative process impairs not only cross-
modal plasticity but also sensorimotor integration. Method of audiogenic epilepsy revealed
increased sensitivity of hearing in the blind chronically tactile deprived mice. This finding

could be explained with increased CNS excitability in the Lurcher mice.



4, UVOD A CiL PRACE

Krosmodalni reorganizace je fenomén, kdy je poSkozeni nebo ztrata funkce nékterého
ze smysli kompenzovana zvySenim efektivity zachovalych smysli prostfednictvim
mechanisml neuroplasticity. Vzhledem k vyznamnému vyskytu vrozenych ¢i v pozdéjSim
veéku ziskanych poruch zraku a sluchu u lidi, které znacné ovliviuji kvalitu zivota, je studiu
této problematiky vénovana znacna pozornost. U ztraty zraku jsou popsany kompenzatorni
zmény ve smyslu zvySeni citlivosti sluchu, hmatu a Cichu, a to jak u zvirat, tak 1 u lidi.
Potencial krosmodalni reorganizace a obecné neuroplasticity je nejvyssi v raném véku,
S postupem casu klesd, coz ma vyznam prave pii ztraté zraku a schopnosti naucit se Braillovu
pismu, nebo u véasné aplikace kochlearniho implantatu détem narozenych s poruchou sluchu.
Vysoky vek a klesajici schopnosti neuroplasticity také hraji roli v problematickeé
rekonvalescenci lidi po cévni mozkové ptihodé.

Starnuti, kromé klesajicich kompenzacnich schopnosti mozku, provazi dalsi negativni
fenomén — vyskyt neurodegenerativnich onemocnéni. Jde o skupinu dédiénych ¢i sporadicky
se vyskytujicich chorob, které jsou charakterizovany progredujici ztratou nervovych bunék
vedouci k dysfunkci nervového systému. S tim, jak se prodluzuje délka zivota a populace
starne, nabyvaji neurodegenerativni onemocnéni stale vétsiho epidemiologického i
ekonomického vyznamu. Piikladem je retinitis pigmentosa, coZ je geneticky heterogenni
skupina progresivni retinalni dystrofie, kterd vede k postupnému zaniku fotoreceptort sitnice.
Znacny epidemiologicky vyznam této choroby plyne z toho, Ze je jednou z nejcastéjSich
pri¢in dédi¢né ztraty zraku v rozvinutych zemich. Pfi vyzkumu jsou zde ¢asto pouzivany mysi
modely retinalni degenerace; v souc¢asné dobé je zndmo 16 spontannich mySich mutantd pro
toto postizeni.

Ustav patologické fyziologie LF UK v Plzni se jiz dvé dekady vénuje vyzkumu
Vv oblasti neurodegenerativnich onemocnéni za pouziti mutantnich mysi typu Lurcher kment
B6CBA a C3H, u nichz v disledku mutace genu pro glutamatovy receptor GluR62 dochazi
k rozvoji olivocerebelarni degenerace. Vysledkem procesu je zanik vSech Purkynovych bunék
mozecku a vyrazna redukce dalSich bunécnych populaci v mozecku samém 1 mimo n¢j. Tato
porucha se projevuje celou fadou priznakd. NejnapadnéjSim projevem je mozeckova ataxie a
poruchy kognitivnich funkci vedouci k porucham riiznych druhti u€eni a paméti. Dale byla
popsana vyssi excitabilita CNS, zmény ve vnitinim prostfedi a také poruchy synaptické

plasticity. U kmene C3H se navic jesté vyskytuje retinalni degenerace podminéna mutaci



genu pro fosfodiesterazu Pde6b™?, ktera vede béhem prvniho mésice Zivota k oslepnuti zvifat.
Tento model je velice blizky lidské formé retinitis pigmentosa.

Nase predchozi experimenty odhalily, Ze slepota zpiisobena retindlni degeneraci
neovliviiuje spontanni motorickou aktivitu ani kontrolu a zptsob chtize u mysi typu wild s
nepostizenym mozeckem, ani u jedincii typu Lurcher s olivocerebelarni degeneraci. Jednim z
moznych vysvétleni toho pozorovani bylo, ze ztrata zraku je kompenzovana prostfednictvim
taktilnich vjemi zprostfedkovanych sinusovymi chlupy neboli vousy.

Naprosta vétSina praci studujicich retindlni degeneraci S pouzitim mySiho modelu je
zamétena na objasnéni podstaty vzniku a rozvoje onemocnéni, pouze minimum jich zkouma

funkéni dopady. Nase prace je jednou z nich, jedna se o behavioralni studii.
Cile této prace v jednotlivych bodech tedy jsou:

e posoudit roli vousi v kompenzaci zrakového deficitu zplsobeného retinalni

degeneraci u mysiho modelu dlouhodobé taktilni deprivace,

e odlisit vliv kompenzace zprosttedkované vousy od dalSich mechanizmt, které se na

kompenzaci slepoty mohou podilet, u mysiho modelu akutni taktilni deprivace,

e zhodnotit vliv neurodegenerativniho postizeni na mechanizmy krosmodalni plasticity,

které se uplatituji v kompenzaci zrakoveho deficitu.
P¥i FeSeni jsme hodnotili:
e motorické schopnosti zvifat rotarod testem a beam walking testem,
e parametry chilize za pouZiti zatizeni CatWalk system,
e chovani v otevieném poli,

e cxcitabilitu CNS metodou audiogenni epilepsie.



5. TEORETICKY UVOD

5.1  Krosmodalni plasticita

Plasticita je specifickd schopnost nervového systému se vyvijet, ménit svoji strukturu a
funkci a reagovat tak na zmény vnitiniho a zevniho prostiedi za fyziologickych i
patologickych situaci (Trojan a Pokorny, 1997; Kolb a spol, 2011). Je rozlisSovano né€kolik
druhti neuroplasticity (Tab. 1). Jako repara¢ni plasticita je ozna¢ovana schopnost nervového
systému obnovit svoji funkci porusenou zasahem do struktury nervového systému (Trojan a
Pokorny, 1997).

V piipadé¢ senzorické deprivace néckteré z modalit dochazi ke kompenzatornimu
zefektivnéni utilizace modalit zbyvajicich (Rauschecker, 1995; Lazzouni a Lepore, 2014).
Tento d¢j je také oznacovan jako krosmodalni plasticita a podle definice v Encyclopedia of
Neuroscience (Holmes a spol., 2009) jde o neuroanatomické, neurofyziologické, percepcni a
behaviordlni zmény, které nastanou v jedné nebo vice senzorickych modalitach jako reakce na

poskozeni jiné senzorické modality.

Vlivy prostredi Projevy
Ptiznivé . o
: Za vyvoje plasticita evolu¢ni
Nepftiznivé
Kratkodoba ) o ‘
expozice plasticita reaktivni
Jednorazova
Dlouhodobé o
zatéze plasticita adaptacni
Opakované
Funk¢éni o
obnova poskozeni | plasticita repara¢ni
Morfologicka

Tab. 1: Klasifikace neuroplasticity (Trojan, Pokorny, 1997)

U slepych lidi umoznuje kompenzatorni zvySeni taktilni citlivosti ¢ist Braillovo pismo
(Sterr a spol., 1998; Fujii a spol., 2009). Citlivéjsi hmat je zdokumentovan celou fadou
experimentl (Goldreich a Kanics, 2003; Alary et al., 2008, 2009), stejné tak jako citlivejsi
sluch (Lessard a spol., 1998; Roder a spol., 1999; Voss a spol., 2004; Collignon a De
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Volder, 2009). Krom¢ posilené sluchové a taktilni percepce byla u slepych lidi popséana i
vyssi citlivost ¢ichu (Murphy a Cain, 1986; Rosenbluth a spol., 2000). U hluchych lidi byly
zjistény zmény ve zrakové percepci, jde vSak 0 mnohem subtiln€jsi zmény nez jaké jsou
popsany ve sluchovém systému u slepych lidi (Bavelier a spol., 2006; Bottari a spol., 2010).
Studiu krosmodalni plasticity u hluchych lidi vsak nebyla doposud vénovana takova
pozornost, jako je tomu u zrakového postizeni, protoze zrakovy systém je pro lidi hlavnim
zdrojem informaci o okolnim svété (Myslivecek, 2003). Nicméné s rozvojem technologie
kochlearnich implantati vyzkumy v této oblasti nabyvaji v poslednich letech na vyznamu
(Frasnelli a spol., 2011). U fady zivociSnych druh jsou pro taktilni orientaci dulezité
sinusové chlupy neboli vibrisy (Ahl, 1986; Rice a spol, 1986). U kocek a mysi bylo jako
nasledek zrakové deprivace od narozeni pozorovano kompenzatorni zvySeni citlivosti vibris,
jejich prodlouzeni a morfologické zmény v somatosenzorickém kortexu (Rauschecker a spol.,
1992).

Krosmodalni plasticita, stejné tak jako i ostatni typy neuroplasticity, je zavisla na
veéku. Jednotlivé modality maji ve svém vyvoji obdobi, kterd jsou oznaovéana jako kritické
periody. Jestlize je pfislusny senzoricky systém v tomto obdobi vystaven deprivaci, je jeho
vyvoj trvale narusen (Trojan a Pokorny, 1997, Purves a spol., 2001; Kral a spol. 2002; Burke
a Barnes, 2006). Vcasna diagnostika sluchové vady a aplikace kochlearniho implantatu ma
vyznam nejen pro rozvoj schopnosti vnimat zvuky a rozumét fec¢i (Waltzman a spol., 1992;
Tong a spol., 2007) ale je zcela nezbytnd 1 pro rozvoj fe€i u postizenych déti (Kirk a Hill-
Brown, 1985; Allen a apol., 1998; Connor a spol., 2006). Rovnéz u amblyopie ma casovy
faktor vyznam na vysledek lécby (Williams a spol., 2002; Holmes a spol., 2011).
Krosmodalni kompenzatorni zmény jsou vyraznéji vyjadieny, jestlize k deprivaci v piislusné
modalité doslo v dusledku vrozené poruchy nebo ¢asné ziskané 1éze, nicméné jista schopnost
kompenzace je mozna 1 v dospelém véku (Volgyi a spol., 1993; Cohen a spol., 1999; Sadato
a spol., 2002; Sadato a spol., 2004; Schwesig a spol., 2011; Petrus a spol., 2014).

Rovnéz u poskozeni mozku jsou reparacni procesy ucinnéjsi v détstvi, nez v dospélém
véku a ve stafi. U déti, které podstoupily hemisferektomii pro refrakterni epilepsii, je
pozorovana vyznamna restaurace jak feCovych, tak motorickych funkci (Boatman a spol.,
1999; Lee aspol., 2014). Naopak, u mozkovych iktl, které se typicky vyskytuji u starSich
jedinct (vice nez 50 % piipadi je u lidi starSich 85 let), pfetrvavaji zavazné motorické a
ptipadné fecové deficity (Bagg a spol., 2002; Lieberman a Lieberman, 2005; Chollet, 2013), i
kdyz i zde se uplatiuji reparacni plastické procesy (Johansson a Grabowski, 1994; Johansson,
2000).
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5.2 Role vousii u hlodavca

Hmatové neboli sinusové chlupy, oznacované také jako vibrisy (latinsky vibrissae),
jsou dulezitou soucasti taktilniho senzorického aparatu u mnoha savcii. Od bézného ochlupeni
(srsti) se lisi tim, ze jsou delsi, silngj$i, maji vétsi folikuly, které jsou senzoricky bohaté
inervované, a maji vlastni reprezentaci v somatosenzorickém kortexu (Ahl, 1986; Rice a spol,
1986) U potkanii a mysi vychazi z kazdého folikulu 100 — 200 aferentnich senzorickych
vladken z osmi odliSnych druhit mechanoceptort (Rice a spol, 1986; Ebara a spol., 2002).

Vibrisy se vyskytuji u riiznych druhl na riznych ¢astech téla, v oblasti ¢enichu
se oznacuji jako vousy (anglicky whiskers, facial vibrissae, nebo mystatial vibrissae). Vousy
se déli podle velikosti, schopnosti aktivniho pohybu a funkce na  mikrovibrisy a
makrovibrisy. Mikrovibrisy jsou malé, doli smétujici nepohyblivé vousy pod nostrilamy.
Uplatnuji se zejména v identifikaci objektd (Brecht a spol., 1997). Makrovibrisy jsou velké,
smétuji do stran a doptedu, jsou pohyblivé a maji hlavni vyznam pro prostorovou orientaci.

Aktivni pohyb vousil spociva v jejich kmitani vpfed a vzad s riznou frekvenci podle
druhu chovani zvifete a v jejich prodluzovéani ¢i zkracovani. Kazda jednotliva vibrisa je
vybavena vlastnim drobnym svalem, ktery umoznuje jeji pohyb vpfed a vzad nezavisle na
ostatnich vousech. Pohyby skupin vousti nebo vSech voust najednou jsou zprostiedkovany
svaly upinajicimi se do okolni pojivové tkané. Za zkracovani a prodluZovani vousl jsou
zodpovédné tzv. intrinsické svaly, které jsou uloZzeny v jejich folikulech (Dorfl, 1982).
Kmitani voust, které je pozorovano zejména pii lokomoci a exploraci, se oznacuje jako
whisking. Tato ¢innost je dulezita pro neustalou aktualizaci informaci o blizkém okolnim
prostiedi (Kleinfeld a spol., 2006). Jsou popsany 3 druhy whiskingu podle druhu kontaktu
s okolim, frekvence kmitani a Uhlu kontaktu s pevnymi objekty (Berg a Kleinfeld, 2003;
Kleinfeld, 2008).

Vousy jsou dilezité pro prostorovou orientaci, lokalizaci objektii a urovani
vzdalenosti ¢1 hloubky prostoru. Pfi pohybu ve volném prostoru je whisking vzdy spojen
s aktivnimi pohyby hlavy a té€la. Rovnéz pfi lokalizaci objektii je whisking vyuzivan (Knutsen
a spol., 2005). Naopak pfi chiizi ¢i béhu, kdy zvifata udrzuji kontakt se sténou, orientuji se
pomoci pasivniho ohybani vousti zpusobeného pohybem (Milani a spol., 1989). Pokusy se
slepymi potkany prokdzaly, ze pro méfeni hloubky prostoru pii pieskakovani pies mezery
ptreskocCit mezeru poté, co prostiednictvim voust kontaktovala protéjsi platformu. Potkani se

zaklipovanymi vousy nebyli schopni Siroké mezery ptekonat (Hutson a Masterton, 1986).
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Vyznamnou roli hraji vousy rovnéz pfi taktilni dikriminaci. Pomoci makrovibris jsou
potkani schopni rozpoznavat rizné druhy povrchii a tvary predméti. Povrchy s riznou
texturou zpusobuji rozdilné a pro n¢ charakteristické vibrace vousu pii kontaktu s nimi, coz
umoziuje jejich diskriminaci (Diamond a spol., 2008). Citlivost voust pfi rozliSovani riiznych
povrchtl je srovnatelna s citlivosti bfisek prsti u lidi (Carvell a Simons, 1995). Na taktilni
identifikaci tvari se krom¢ makrovibris podileji i mikrovibrisy (Brecht a spol., 1997; Harvey
a spol., 2001). Popsana byla schopnost numerické diskriminace u potkanti, kdy byli schopni
rozlisit mezi 1-3 stimulacemi vibris (Davis a spol., 1985).

Hmatové vousy jsou nepostradatelné i v socidlnim chovéni. U potkand bylo
pozorovano, ze kontakt mezi jedinci je zahajen pravé pomoci vousi. Pii vzajemném kontaktu
jsou vousy vice protazené a je vyss$i amplituda jejich pohybl. Tyto projevy jsou vyraznéjsi u
interakci spojenych se vzdjemnou agresi. U samic jsou tyto projevy vyraznéjsi pii interakci
S ostatnimi samicemi nez pii kontaktu se samci. Piedpoklada se, Ze tento typ interakce slouzi
k signaltim nastolujicim vztah dominance a submisivity (Wolfe a spol., 2011).

V koloniich laboratornich mysi je ¢asto pozorovéano, ze néktefi jedinci maji kratké
nebo uplné chybéjici vousy, Casto v kombinaci s chybé&jici srsti v oblasti ¢enichu, hlavy,
ramen a piednich koncetin. Vousy a srst jsou postizenym jedincim odstrafiovany jinymi
zviraty v chovnych klecich, a tento jev je oznaCovan jako whisker-eating (Hanchska, 1952),
barbering (Carruthers a spol., 1998; DelLuca, 1997; Long, 1972) nebo jako Dalia efekt (Sarna
a spol., 1998). Pfesna pficina barberingu neni zcela jasna, existuji rizné interpretace: projev
dominance ve skupiné¢, genetickd predispozice, socialni uceni, nedostatek podnéti v chovné
kleci, ¢i nedostatek nutrientli v potravé (Carruthers a spol., 1998; Strozik a Fesing, 1981).
Dlouhodoba pozorovani odhalila, ze k barberingu dochédzi pouze v ptfipadech, kdy se
v chovné kleci ustanovi hierarchie jako vysledek agrese mezi zvifaty. S nejvétsi
pravdépodobnosti je tedy barbering projevem vztahu dominance-submise mezi zvifaty.
Dominantni jedinci, ktefi barbering provadéji submisivnim zvifatim, maji navic 1 veétsi
télesnou hmotnost (Long, 1972), a jejich dominantni chovani bylo prok4dzano i pomoci tzv.
tube dominance testu (Strozik a Fesing, 1981). Tento projev socidlnich vztaht v koloniich se
Castéji vykytuje u nékterych kment, coz naznacuje, Ze se na ném podili i genetickd slozka (
Kuljis, 1992). Zajimavé je, Ze u barberingu nejde pouze o jednostranny projev agrese
dominantniho jedince proti submisivnimu. Bylo pozorovéano, ze jde o kooperativni proces,
kdy submisivni jedinec se barberingu nebrani. Jestlize byla zvifata oddélena miizovanou
pfepazkou, k barberingu dochazelo, i kdyz se submisivni jedinec mohl od ptepazky

dostatec¢né vzdalit (Van den Broek a spol., 1992).
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5.3  Neurodegenerativni onemocnéni

Starnuti, kromé klesajicich kompenzacnich schopnosti mozku, provazi dalsi negativni
fenomén — vyskyt neurodegenerativnich onemocnéni. Jde o skupinu dédicnych ¢i sporadicky
se vyskytujicich chorob, které jsou charakterizovany progredujici ztratou nervovych bunck
vedouci k dysfunkci nervového systému. Nasledkem je postizeni kognitivnich,
emocionalnich, motorickych a senzorickych funkci. S tim, jak se prodluzuje délka Zivota a
populace starne, nabyvaji neurodegenerativni onemocnéni stale vétSiho epidemiologického i
ekonomického vyznamu. Mezi nejzndméj$i patii Alzheimerova choroba, Parkinsonova
choroba, Huntingtonova choroba a amyotroficka lateralni sklerdza, je vSak popsano nekolik
set riznych neurodegenerativnich onemocnéni (Martin, 1999; Przedborski 2003, Checkoway,
Hung a spol., 2010 a spol., 2011).

Klinicka diagnostika neurodegenerativnich onemocnéni u lidi, zalozena na klinickém
obraze a pomocnych vySeteni, je mnohdy slozita, protoze fada onemocnéni ma podobné ¢i
ptekryvajici se a casto nespecifické symptomy, navic u jednoho pacienta mlze zaroven
probihat vice neurodegenerativnich onemocnéni souc¢asné (Drayer a spol., 1986; Schneider a
spol., 2007). Klinicky obraz muze také byt ovlivnén i sou¢asnym vaskularnim postizenim
mozku, které je pro vysoky veék typické (Shneider a Benett, 2010). Definitivni potvrzeni
nemoci vyZaduje neuropatologicky priikaz depozita klicového patogenniho proteinu v
mozkové tkani. Pfiblizné 80 % klinicky diagnostikovanych neurodegenerativnich onemocnéni
je potvrzeno posmrtné histopatologickycm vySettenim, pti némz jsou prokazany morfologické
zmény charakteristické pro jednotlivé choroby (Mok a spol., 2004).

V etiologii neurodegenerativnich procesii se uplatituje celd fada vlivi, jejichZ podil se
muze vzajemné kombinovat. Jako 4 hlavni patologické vlivy jsou dnes oznacovany apoptdza,
vliv volnych kyslikovych radikali, tvorba abnormalnich patologickych agregatii a genetické
pozadi (Rubinsztein 2006; Mat¢j a Rusina, 2012; Denissen a spol., 2012). Mezi dalsi faktory
se fadi mitochohondridlni dysfunkce (DiMauro a Schon, 2008), porucha homeostdzy
metaloproteinii (Dexter a spol., 1991; Brown, 2001; Lothian a spol., 2013) a poruchy
axonalniho a dendritického transportu (Chevalier-Larsen a Holzbaur, 2006; De Vos a spol.,
2008). Znacné pozornost je rovnéz vénovana vlivu enviromentalnich faktorti (Brown a spol,
2005).

Existuje fada klasifikaci neurodegenerativnich onemocnéni, které nejsou jednoznacné
pfijimany a které se ¢asto od sebe zna¢né odlisuji. Casto pouzivanym bylo déleni na choroby

mozkové kiry, bazalnich ganglii, mozkového kmene, mozecku a michy. V kazdé skupiné pak
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byly jednotlivé choroby dale klasifikovany na zakladé hlavnich klinickych projevi
(Przedborski a spol, 2003). Klasicka klasifikace neurodegenerativnich onemocnéni je
zalozena na klinicko-patologickém zaklad¢, kdy je choroba definovana specifickou kombinaci
klinickych ptiznaki a chrakteristickych histologickych zmén (Armstrong, 2012).
V soucasnosti je standardem tfidéni neurodegenerativnich onemocnéni z biochemického
hlediska do 8 skupin podle specifického proteinu patologicky ukladaného do mozkové tkané
(Mat¢j a Rusina, 2012).

U neurodegenerativnich nemoci jsou téz popisovany zmény neuroplasticity (Dineley a
spol., 2002; Arendt, 2004; Jacobsen a spol., 2006; Palop a spol., 2006). Ty mohou byt
zpuisobeny snizujicimi se kompenzacnimi schopnostmi a redukovanou plasticitou, které
provazeji normalni starnuti (Gould a spol., 2006; Mahncke a spol.). Nicméné je prokazano, ze
samotné patologické molekuly vznikajici pfi neurodegenerativnim onemocnéni mohou pfimo
ovliviiovat neuroplasticitu na synaptické trovni. Po injikovani dimert amyloidu- B ziskanych
posmrtn¢ z mozkového kortexu pacienti s Alzheimerovou chorobou potkanim byla
pozorovana vyrazna redukce dlouhodobé potenciace (LTP), zvyseni dlouhodobé deprese
(LTD) a redukce hustoty dendritickych trnd v hipokampu. RovnéZ doslo ke zhorSeni paméti.
(Shankar a spol., 2008).

Pro studium patogeneze a moznosti terapie neurodegenerativnich onemocnéni maji
znaény vyznam zvifeci modely. Nejcastéji jsou pouzivany mysi, jejichZ obrovskou vyhodou
je existence transgennich modelti pfesnych lidskych chorob (Jucker, 2010, Ribeiro a spol.,
2013). Prvni mys$i transgenni model Alzheimerovy choroby byl pfipraven vroce 1995
(Games a spol., 1995). Od té doby byla vyvinuta cela fada mySich modeld postihujici rizné
patologické procesy v prub&hu této choroby (Duff, 2001; Elder a spol., 2010). Pouzivany jsou
i transgenné piipravené potkani modely této choroby (Do Carmo a Suelo, 2013). Kromé
Alzheimerovy choroby existuji i modely pro dal§i onemocnéni, zejména pro Huntingtonovu a

Parkinsonovu chorobu (Phillips a spol., 2009).
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1) Alzheimerova nemoc

2) Tauopatie
a. frontotemporalni demence
b. progresivni supranuklearni obrna (Steele-Richardson-Olszewského syndrom)

c. kortikobazalni degenerace

3) Fronto-temporo lobarni degenerace

4) Synucleinopatie
a. Parkinsonova nemoc
b. demence s Lewyho télisky
c. mnohotna systémova atrofie (MSA - P, MSA - C)

5) Onemocnéni s opakovanim triplett
a. Huntingtonova nemoc
b. fada autozomalné dominantnich spinocerebellarnich ataxii (SCA)
c. Friedreichova ataxie
d. bulbospinalni atrofie (SBMA - Kennedyho nemoc)
e. dentato-rubro-pallido-luysianska atrofie (DRPLA)

6) Prionova onemocnéni
a. Creutzfeldtova-Jakobova nemoc
b. Gerstmanniv-Striussleriiv-Scheinkeriv syndrom
c. fatalni familiarni insomnie

d. kuru

7) Onemocnéni motorického neuronu
a. amyotrofickd a primarni lateralni skler6za

b. spinalni muskularni atrofie

8) Ostatni neurodegenerativni onemocnéni
a. neuroaxonalni dystrofie, infantilni ND (Seitelbergerova nemoc)
b. neurodegenerace s akumulaci Zeleza (Hallervorden-Spatz)
c. familiarni encefalopatie s neuroserpinovymi télisky

d. nemoc s intranuklearnimi neuronalnimi inkluzemi

Tab 2: Rozdé€leni neurodegenerativnich onemocnéni do 8 zakladnich skupin. Pfevzato z:
Mat¢j a Rusina, 2012.
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5.4  Retinitis pigmentosa

Retinitis pigmentosa je oznaceni pro skupinu dédi¢nych poruch, pfi nichz dochazi
k progredujici degeneraci svétloCivnych bunék a pigmentového epitelu oka. Vysledkem je
postupna ztrata zraku projevujici se noc¢ni slepotou, omezovanim zorného pole vedoucimu
K tunelovému vidéni az eventualné k Gplné slepoté. Celosvétové predstavuje jednu
Z nejcastéjsich progresivnich retindlnich onemocnéni (Hartong a spol., 2006), jeji prevalence
v Evropé¢ a v USA je 1:3000 — 1:5000 (Weleber a spol., 2006). Jde o geneticky velice
heterogenni skupinu postizeni sitnice, dosud bylo identifikovano ptes 40 genl asociovanych
s retinitis pigmentosa (Ferrari a spol. 2011). Mutace Vv riznych genech mohou mit shodny
zpusob dédicnosti, na druhou stranu odlisné mutace v témze genu mohou vykazovat odlisné
formy dédi¢nosti (Hims a spol., 2003) Razné typy dédi¢nosti jsou zodpovédné za odlisné typy
retinitis pigmentosa. Dédi¢nost miize byt autozomalné dominantni, autozomalné recesivni, X

vazana, ¢i digenni.

Zpusob dédicnosti Podil na ptipadech RP

Autozomalné dominantni | 15-25%

Autozomalné recesivni 5-20%

X-vézana 5-15%
Neznamy 40-50%
Digenni Raritni

Tab. 3: Podil jednotlivych forem dédi¢nosti na onemocnéni RP. Prevzato z: Daiger a spol.,
2007.

Slovo ,,retinitis* odkazuje na zanétlivy priabéh onemocnéni, nejde vSak o primarné
zangtlivy proces, nybrz se jednd a degenerativni onemocnéni (Weleber, 1994). V pribéhu
jeho rozvoje jsou primarné postizeny ty€inky, v pozd¢jSich stadiich dochazi také k postizeni
Cipki. Postizené fotoreceptory zanikaji mechanizmem apoptozy (Marigo, 2007) Jejich misto
pak zaujima glie a migrujici bunky pigmentového epitelu, které se shlukuji v rizné velké

hrudky, nebo pfi pomalejSim vyvoji tvofi sit’ z cipatych pigmentaci tvaru kostnich bunék.
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Vysledkem procesu je redukce az plny zdnik zevni nukledrni vrstvy sitnice a pigmentova
depozita (Bird, 1995).

Vzhledem ke znaénému epidemiologickému vyznamu je tomuto onemocnéni ve
vyzkumu vénovana zna¢na pozornost. V databazi biomedicinskych publikaci Pubmed je ke
klicovému vyrazu ,retinitis pigmentosa“ piifazeno témét 9000 publikaci. Vyzkum je
provadén nejen v humanni medicing, ale i za pouziti zvifecich modeli, zejména mysich.
Existuje 16 pfirozen¢ se vyskytujicich mysich kment, u nichz v dtsledku genetickych mutaci
dochazi k degeneraci fotoreceptorii sitnice pfi soucasném zachovani vSech ostatnich bunck

sitnice (Chang a spol., 2002).

Gen Chromosom Vék dokonceni Mysi kmeny
Mys Clovek procesu

Pde6b™ 5 4pl16 1 ABJ/Le; BDP/J; BUB/BnJ; C3H and all
substrains; CBA/J; CBA/NJ; FVB/NJ;
JGBF/Le; MOLD/RK; MOLF/Ei; NFS/N;
NON/LtJ; PAJ; PL/J;, RSViLe; SBiLe;
SF/CamEi; SF/CamRk; SK/CamEi; ST/bJ;
SJL/J; SWR/J; WB/ReJ; WC/Rel

pcd 13 5q 13 B6.BR-pcd; B6C3Fe-a/a-pcd/+;
BALB/cByJ-pcd™

nr 8 8p nebo 13q | 10 BALB/cByJ-nr; C3Fe.CGr-nr

Prph2~® 17 6p 12 020/A; C3.BLiA-Prph2®®

rd3 1 1932 4 RBF/DnJ; Stock Rb4Bnr; RBJ/Dn;
Stock In30Rk

mnd 8 8pnebo13q |6 B6.KB2-mnd/MsrJ

Rd4 4 1p36 2 Stock In56Rk Rd4

rd5(tub) 7 11p15 8 C57BL/6J-tub/+

Mitf™ " 6 3pl4 10 C57BL/6J-Mitf™ ™"

rd6 9 11923 24 B6.C3Ga-rd6/rd6;

Nr2e3 9 15923 30 77-2C2a-special; Stock Nr2e3™

nclf 9 15921 13 B6.Cg-nclf; Stock a/a nclf/nclf

rd8 1 1925 30 Stock rd8

Rd9 X Xp2l.1 30 C57BL/6J-Rd9

Pde6b™™ 5 4p16 2 Stock Pde6b™™

nclf 9 15921 13 B6.Cg-nclf

Tab 4: Mysi kmeny s riznymi typy retinalni degenerace. Pfevzato z: Chang a spol., 2002
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Mysi maji obecné pfi zkoumani poruch zrakového systému vyznamné misto. Kromé
modell retindlni degenerace existuji i mysi knockout modely pro kataraktu (Hedge a Henein,
2003), glaukom (Lindsey a Weinreb, 2005), diabetickou retinopatii (Kern a Engerman, 1996)
¢i myopii (Barathi a spol., 2008).

5.4.1 Stavba sitnice

Sitnice se ¢leni na deset vrstev, které jsou tvofeny buiikami smyslovymi a podpirnymi
a jejich vybézky (Cihak, 2004).: 1. Stratum pigmenti retinae; 2. Vrstva tydinek a &ipki;
3. Membrana limitans externa; 4. Zevni jadrova vrstva; 5. Zevni plexiformni vrstva; 6.

Vnitini jadrova vrstva; 7. Vnitini plexiformni vrstva; 8. Vrstva gangliovych bun¢k; 9. Vrstva

nervovych vlaken; 10. Membrana limitans interna.

vrstva nervovych viaken

vrstva gangliovych bunék

gangliové bunky

vnitini plexiformni vrstva

vnitini jadrova vrstva
zevni plexiformni vrstva

zevni jadrova vrstva

membrana limitans externa

cipky

vrstva tycinek a Cipku

pigmentovy epitel

choroidea
sclera

e . @ @@ e v @ Yo & >

Obr. 1: Schéma stavby sitnice. Pouzito s laskavym svolenim Vandy Machové, LF UK
Hradec Kralové.
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5.5  Mysi typu Lurcher

Mutantni mysi typu Lurcher pfedstavuji model funkéni dekortikace mozecku a jsou
velice Casto vyuzivany pro zkoumani mozeckovych funkci, pfiznakti cerebelarni degenerace a
metod terapeutického ovlivnéni neurodegenerativniho procesu a jeho nasledki.

Jde o pfirozeny model geneticky podminéné olivocerebelarni degenerace. Tato
spontanni mutace byla objevena v mysi kolonii Medical Research Council Radiobiological
Research Unit v anglickém Harwellu v roce 1954 (Vogel a spol., 2007) a poprvé popsany
byly vroce 1960 R. J. S. Phillipsem (Phillips, 1960). Degenerace je dusledkem
semidominantni mutace (Grid2<) genu pro 62 podjednotku glutamatového receptoru (GluR52),
ktery se nalézd na 6. chromozému (Phillips, 1960; Zuo a spol. 1997). Receptor GluRo2 je
exprimovan zejména mozeCkovymi Purkynovymi bunkami, predominantné v oblasti
distalnich dendriti, kde jsou synaptickd spojeni s paralelnimi vlakny, coz jsou neurity
granularnich bunék ze stratum granulosum. Dale jsou GIuR&2 receptory exprimovany i
neurony mozkového kmene (Araki a spol., 1993; Lomeli a spol., 1993; Takayama a spol.,
1996; Landsend a spol., 1997). V mozecku maji GluRd2 receptory vyznamnou roli
Vv synaptogenezi a v synaptické plasticité u dospé€lych jedinci, coz je dulezité pro ukladani
novych motorickych vzorct (Yazuki, 2004). V disledku mutace dochazi k permanentnimu
influxu kalcia a depolarizaci bungk, které nasledné zanikaji procesem excitotoxické apoptozy
(Zuo a spol. 1997).

Mutanti Lurcher jsou heterozygoti, u kterych postnatalné dochazi k degeneraci a
zaniku Purkynovych, granularnich, Golgiho, hvézdicovitych a kosickovych bunék v mozecku
a neurontl dolni olivy (Caddy a Biscoe, 1979; Zanjani a spol. 2006). Homozygotni jedinci
(GridZLC/LC) nejsou zivotaschopni — umiraji kratce po porodu v disledku masivniho zaniku
neurontl stfedniho a zadniho mozku v obdobi pozdni embryogeneze (Cheng a Heintz, 1997;
Resibois a spol. 1997). Nepostizeni homozygoti (tvofici zhruba polovinu mlad’at v hnizd¢)
typu wild jsou zcela zdravi a slouzi jako idealni kontrolni zvifata v experimentech s mutanty
typu Lurcher.

Degenerace u heterozygotnich mutantli za¢ina byt patrna od 8. postnatalniho dne. Do
25. dne zivota zanikne ptiblizné 95 % Purkynovych bunék a proces je ukoncen do 90. dne
zivota, kdy v mozecku zlstava pouze nékolik set Purkynovych bunék v urcitych oblastech
mozecku (Caddy a Biscoe, 1997; Duffin a spol., 2010). Zaroven dochdzi k vyrazné redukci
poctu granularnich bun¢k (zbyva jich 10 %) a neuronti dolni olivy (zachovano kolem 25 — 30

%) a sniZzeni poc¢tu Golgiho, hvézdicovych a koSic¢kovych bun¢k (Caddy a Biscoe, 1979;
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Zanjani a spol. 2006; Vogel a spol., 2007). Protoze axony Purkynovych bun¢k jsou jedinymi
eferentnimi vystupy z mozecku, ztrata téchto bun¢k vede ke kompletni funkéni dekortikaci
mozecku. Olivocerebelarni degenerace u heterozygotnich mutantti typu Lurcher se projevuje
celou fadou pfiznak. NejmarkantnéjSim projevem je mozeckova ataxie, ktera je
pozorovatelnd od konce druhého tydne zivota. Ataxie vyznamné naruSuje motorické funkce
postizenych jedinci a negativné ovliviiuje vysledky motorickych testii (Lalonde a spol. 1992;
Thullier a spol., 1997; Kiizkova a Vozeh, 2007). RovnéZ kontrola chiize a jeji vzorce jsou
naruseny, zajimavé vsSak je, ze rozdily mezi mutantnimi Lurchery a nepostizenymi zviraty
jsou zavislé na rychlosti chiize. Pti zohlednéni tohoto vlivu jsou rozdily minimélni (Cendelin
a spol., 2010)

Prokazéna byla vyssi excitabilita CNS — mutanti typu Lurcher jsou ve srovnani se
zdravymi jedinci ndchylnéjsi k audiogenni epilepsii (Cendelin a Vozeh, 1999).

Pozorovany byly i zmény synaptické plasticity. Ve zdravém mozecku vede simultanni
stimulace paralelnich a Splhavych vladken k dlouhodobé depresi (LTD) informacniho pfenosu
na Urovni paralelni vlakna — Purkyfiovy buiiky. U mutantt typu Lurcher je LTD redukovana
(Yazuki, 2004). Zmény byly pozorovany i pfi stimulaci hipokampu — u mutanti dochéazi ke
snizeni dlouhodobé potenciace (Barcal a spol., 2001, 2002), i kdyz v hipokampu mysi typu
Lurcher nebyly pozorovany zadné zmény oproti nepostizenym jedincim (Cheng a Heintz,
1997; Resibois a spol., 1997).

Dalsi popsané disledky mutace jsou zmény kognitivnich funkci, zmény
v klasickém podminovani (Porras-Garcia a spol., 2005), vyznamn¢é je naruSena schopnost
prostorového uceni a prostorové orientace (Lalonde a spol., 1988; Vozeh a spol., 2001a;
Porras-Garcia a spol., 2005). PostiZeni jedinci maji zménénou reaktivitu na bolest (VozZeh a
spol., 2001b). Mimoto byly pozorovany i zmény v imunitnim systému - u mutantd typu
Lurcher dochazi k pred€asné involuci thymu ve véku 3 mésicl (Mand’éakova a spol., 2003,
2005) a popsana byla nadprodukce prozanétlivych cytokinti, coz vede k chronickému
zanétlivému stavu v mozku i periferii. Prozanétlivé cytokiny mohou dle Vogela (Vogel a
spol., 2007) hrat roli v procesu neurodegenerace a podili se na modulaci imunitnich a
endokronnich funkci.

Olivocerebelarni degenerace u mutantnich mys$i typu Lurcher je tedy komplexnim
procesem, ktery ovliviiuje nejen nervovy systém, ale i systém imunitni a endokrinni, coz je
v souladu s konceptem tzv. neuro-imuno-endokrinniho systému (Chesnokova a Melmed,
2002; Webster a spol., 2002; Paus a spol., 2006; Di Comitte a spol., 2007).
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Obr. 2: Mozecek zdravé mysi s jasné patrnymi Purkynovymi bunikami (vlevo) a mutantni
mySi typu Lurcher s chybégjicimi Purkyfiovymi bunikami a desorganizovanou strukturou
(vpravo). Nisslovo barveni.

Existuje n¢kolik kmenti mutantnich mysi typu Lurcher, jejichZz specifické kmenové
vlastnosti maji vliv na chovani mysi a ovliviuji 1 vysledky fady pokusti, coZ je tfeba zohlednit
pii interpretaci jejich vysledkt. Ustav patologické fyziologie Lékaiské fakulty Univerzity
Karlovy v Plzni disponuje dvéma kmeny, C3H a B6CBA. U obou kment se vyskytuje stejna
mutace Grigd2« genu GluRo2, jde tedy o shodny typ olivocerebelarni degenerace. Mezi kmeny
existuji rozdily v prostorovém uceni (Cendelin a Vozeh, 2001, 2002; Cendelin a spol., 2001),
v excitabilité¢ CNS (Cendelin a Vozeh, 1998, 1999) a reakci na bolest (VoZzeh a spol., 2001b).
Pozorovany byly i rozdily v parametrech chiize, a to zejména mezi zvifaty typu Lurcher
odlisnych kment (Voller a spol, 2008). U kmene C3H se navic vyskytuje i geneticky
podminéna retinalni degenerace.

Kromé vySe popsanych mutantnich mysi typu Lurcher existuji 1 dalsi pfirozeni mutanti
s degeneraci mozecku, kteii se vzajemné li§i mechanismem a pribéhem degenerace, mirou
postizeni riznych neurondlnich populaci a vyslednym stavem procesu. Jde o pcd mysi
(Mullen a spol., 1976; Landis a Mullen, 1978), mysi typu weaver (Hirano a Dembitzer, 1973;
Blatt a Eisenmann, 1985), staggerer (Herrup, 1983; Shojaeian a spol., 1985), hot-foot
(Guastavino a spol., 1990; Lalonde a spol., 1996), nervous (Sotelo a Triller, 1979; Wassef a
spol., 1987), scrambler (Sweet a spol., 1996; Gonzales a spol., 1997) a reeler (Caviness a
Rakic, 1978; Beckers a spol., 1994).
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5.6  Mysi model retinalni a olivocerebelarni degenerace

Jak bylo zminéno vySe, existuje cela fada mysSich kment s retindlni degeneraci typu
retinitis pigmentosa a kmenu s olivocerebelarni degeneraci. U mysi kmene C3H se vyskytuji
ob¢ tato neurodegenerativni onemocnéni, a to nezavisle na sob€. Existuji tedy vidici i slepi
jedinci  Lurcher s olivocerebelarni degeneraci a vidici a slepa zvirata typu wild bez
mozeckového postizeni. Tento kmen je tedy vhodny jak ke studiu krosmodalni plasticity, tak
ke sledovani vlivu neurodegenerativniho postiZeni na neuroplasticitu.

Olivocerebelarni degenerace je zplsobena vySe popsanou mutaci Grid2=. Retinalni
degenerace u tohoto kmene je autozomalng recesivné dédiéné postizeni typu Pde6b™, ktery
byl diive také oznacovan jako rd1 nebo rd. Tento model je velice blizky lidské formé retinitis
pigmentosa (Lambiase a Aloe, 1996; Strettoi a spol, 2002). Degenerativni proces zafina
kolem 8. postnatalniho dne a jeho podstatou je mutace genu Pde6b kodujiciho B-podjednotku
fosfodiesterazy specifické pro ty¢inky (Pittler and Baehr, 1991). Absence funkéni
fosfodiesterazy u homozygotnich Pde6b™/Pde6b™ mysi vede ke konstitutivni elevaci
intracelularniho cGMP v ty€inkach, coZ naruSuje schopnost zmén membranového potencialu
pti dopadu svétla na sitnici. Primarni funk¢ni deficit ve fototransdukci je nasledovan ubytkem
nejprve tycinek, posléze i Cipkti. Do konce 4. tydne Zivota odumiraji prakticky vSechny
fotoreceptory (Carter-Dawson a spol., 1978; Jimenez a spol., 1996). Vysledny stav, tedy
kompletni chybéni fotoreceptort a tedy Uiplné slepota negativné ovliviiuje zrakovou orientaci
zvitat (Voller a spol., 2005).

Zajimavé je, ze je zachovana schopnost suprese sekrece melatoninu jako odpoveéd’ na
svételnou stimulaci, 1 kdyZ citlivost na svétlo je u mutantli niz8i, neZ u nepostizenych mysi.
Tento jev je zpiisoben existenci tzv. non-rod receptort v sitnici, které jsou schopné tuto reakci
zprostfedkovat. Nizsi citlivost reakce na svétlo je vysvétlovana tim, ze v supresi sekrece
melatoninu hraji vyznamnou roli ty¢inky (Goto a Ebihara, 1990, Foster a spol, 1991).

Pti provadéni behavioralnich pokusii na nasem pracovisti, zaméfenych na vyzkum
olivocerebelarni degenerace, jsou slepé mysSi vyfazovany ze souboru, aby jejich zrakovy
deficit nezkresloval vysledky. Nicméné kdyZz jsme porovnali parametry chiize a chovani
Vv otevieném poli u vidicich a slepych mysi, nepozorovali jsme zddné rozdily, a to ani u mysi

typu wild s intaktnim mozeckem, ani u mutantnich mysi typu Lurcher (Voller a spol., 2008).
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Obr. 3: Mikrofotografie sitnice mysi kmene C3H A - intaktni sitnice; B — sitnice postizena
retinalni degeneraci (Pde6b™/Pde6b™. Chybi zevni nuklearni vrstva. Hematoxylin-Eosin.
Pievzato z: Voller, 2005.
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6. EXPERIMENTALNI CAST

6.1 Pokusna zvirata

Pro pokusy byly pouzity my3i kmene C3H obou pohlavi z konvenéniho chovu Ustavu
patologické fyziologie LF UK v Plzni. Pokusna zvifata byla ziskdvana kiizenim samice typu
wild (+/+) a samce typu Lurcher (+/Lc). Bylo tak ziskano ptiblizné 50 % mlad’at typu Lurcher
a 50 % mlad’at typu wild. Nezivotaschopni homozygoti (Lc/Lc) se nerodili. U zvitat obou

typti se vyskytuje i mutace Pde6b™

, vysledkem byly tedy 4 skupiny zvifat: vidici mys$i typu
Lurcher, slepé mysi typu Lurcher, vidici mysi typu wild a slepé mysi typu wild. Potrava a
voda byly mysim dostupné ad libitum. Teplota v chovném zatizeni byla 22-24 °C a vlhkost
vzduchu 60-80 %. Cykly svétlo a tmy se stiidaly pravidelné po 12 hodinach (6-18/18-6).
Pokusy byly provadény béhem svételné periody (v dobé od 7. do 15. hodiny). Mysi byly

umistény ve standardizovanych plastovych chovnych klecich o rozmérech 18x25 cm a vySce

14 cm s draténou miizkou misto vika. Mlad’ata byla odstavena od matky ve véku 27-29 dni.

6.2  Design studie

Abychom byli schopni studovat roli vousti v kompenzaci zrakového deficitu a odlisit
jejich tcast v tomto procesu od dalSich mechanismii, které se na kompenzaci mohou podilet,
sledovali jsme vliv jak chronické, tak i akutni taktilni deprivace. U mysi typu wild
s nepostizenym cerebellem (WT) i u zvifat typu Lurcher (Lc) byly vytvofeny nasledujici
skupiny:

1 - intaktni zrak / zachované vousy (Rd- Wh);

2 - intaktni zrak / dlouhodoba taktilni deprivace, (Rd- Wh/Lt);

3 - intaktni zrak / akutni taktilni deprivace (Rd- Wh/Ac);

4 - retinalni degenerace / zachované vousy (Rd+ Wh),

5 - retinalni degenerace / dlouhodoba taktilni deprivace (Rd+ Wh/Lt);

6 — retinalni degenerace / akutni taktilni deprivace (Rd+ Wh/Ac).

Celkem tedy vzniklo 12 skupin zvifat. Znaceni skupin je pfevzato z jiz publikované
¢asti experimentl se zvifaty bez mozeckového postizeni (Voller a spol., 2014). Protoze nase
pfedchozi experimenty neodhalily rozdily ve vysledcich mezi samci a samicemi, byly ve

skupinach pouzity mysi obojiho pohlavi v rovnomérném zastoupeni.
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WT Rd - Rd — Rd - Rd + Rd + Rd +
Wh Wh-/LT | Wh-/Ac | Wh Wh-/LT | Wh-/Ac

Le Rd — Rd - Rd - Rd + Rd + Rd +
Wh Wh-/LT | Wh-/Ac | Wh Wh-/LT | Wh-/Ac

Tab.5: Experimentalni skupiny: WT: typ wild s intaktnim cerebelem, Lc: mutantni Lurcher.
Rd- Wh: intaktni zrak / zachované vousy, Rd- Wh/Lt: intaktni zrak / dlouhodoba taktilni
deprivace, Rd- Wh/Ac: intaktni zrak / akutni taktilni deprivace, Rd+ Wh: retindlni degenerace
| zachované vousy, Rd+ Wh/Lt: retinalni degenerace / dlouhodoba taktilni deprivace, Rd+
Wh/Ac: — retinalni degenerace / akutni taktilni deprivace.

U modelu dlouhodobé taktilni deprivace byly vousy stithany od 10. postnatalniho dne,
kdy zacinaji byt makroskopicky jasné patrné a dale byly pravideln¢ stiihany kazdy tyden az
do zacatku experimentti. U modelu akutni taktilni deprivace byly vousy ustfizeny den pted
zahajenim pokust.

Ve véku 3 mésict byly zahdjeny experimenty v nasledujicim potadi: 1. den testovani
motorickych schopnosti a spontdnni motoricka aktivita Vv otevieném poli. Nasledoval den
odpocinku. 3. den byly vySetiovany parametry chiize a nasledné excitabilita CNS. Thned po
dokonceni posledniho testu byla zvifata usmrcena pfedavkovanim Thiopentalem a byly jim
vyjmuty o¢i pro histologické vySetteni sitnice.

V pokusu bylo pouzito celkem 153 mysi ve véku kolem 3 mésict (primérny vek 90+4
dny), kdy je jiz u mysi typu Lurcher dokonen proces olivocerebelarni degenerace. Pocet
zvifat v experimentdlnich skupindch byl 11-15. Pokusy byly provadény se souhlasem
Odborné komise pro praci s pokusnymi zvifaty LF UK v Plzni a v souladu s etickymi a

pravnimi normami.

6.3  Testy motorickych funkci

Motorické funkce jsme testovali pomoci dvou standardnich metod, rotarod testu a

beam-walking testu.
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6.3.1 Rotarod test

Rotarod test slouzi zejména k vySetfovani motorické koordinace a motorického uceni.
Mimoto lze tento test vyuzit naptiklad pro hodnoceni intoxikaci, sedace, a vytrvalosti zvifat.
Pti vySetieni je zvife umisténo na vrchol rotujiciho valce a jeho ukolem je se udrzet na valci a
nespadnout, jde tedy o nucenou motorickou aktivitu (Mcllwain a spol., 2001, Pritchett a
Mulder, 2003, Shiotsuki a spol, 2010).

Pouzili jsme valec o priméru 4 cm. Valec byl rozdélen pomoci plastovych kruht o
praméru 22 cm na segmenty o délce 6,5 cm. Kruhy vymezovaly prostor pro jednotlivé mysi a
zaroven branily padu mysi do strany. Rychlost rotace byla nastavena na 4 otacky za minutu.
Mysi byly umistény na valec hlavou proti sméru rotace valce. M¢fili jsme Cas, po ktery jsou
mysi schopny udrzet se na rotarodu, tzv. latence padu (fall latence). Horni ¢asovy limit byl
120 sekund. Jestli byl tento ¢as dosazen, byl test ukoncen. Jestlize my§ spadla dfive, bylo
pocitadlo ¢asu automaticky zastaveno. Mysi podstoupily 4 cykly testovani, pro kazdé zvite
byl spocitan pramérny ¢as. Mezi jednotlivymi testy byl pétiminutovy interval na odpocinek,

ktery zvifata stravila ve své kleci.

Obr. 4: Mysi na aparatu rotarod testu.

6.3.2 Beam walking test
Beam walking test je urCen k vySetfovani jemné koordinace pohybl a udrZovani

rovnovahy zvifat. Tento test hodnoti schopnost zvifat udrzet se na tenké kladin€ a piejit pres
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ni (Lalonde a spol., 1996; Luong a spol., 2001). Beam walking test dopliiuje pii vySetfeni
motoriky rotarod test, v nékterych pfipadech ma vSak vyssi sensitivitu pfi detekci poruch
koordinace pohybli (Stanley a spol., 2005). Na rozdil od rotarod testu zde chybi prvek
vnucené motorické aktivity.

Pouzili jsme dfevénou kladinu kruhového prifezu o priméru 8 cm a délce 100 cm.
Zatizeni bylo ve vySce 50 cm nad stolem, ktery byl pokryty vrstvou buniciny, aby bylo
zabranéno poranéni mysi pii padu. Mys byla poloZena doprostfed délky kladiny. Hodnotili
jsme latenci padu. Jestlize se mys udrzela na kladiné 120 sekund, byl pokus ukoncen. Mysi
podstoupily 4 cykly testovani, pro kazdé zvite byl spocitan primémy ¢as. Mezi jednotlivymi

testy byl odpocinkovy interval 5 minut.

Obr. 5: Mys na klading¢ Beam walking testu.

6.4  Testovani spontianni motorické aktivity

Spontanni motorickou aktivitu jsme vySetiovali metodou oteviené¢ho pole (open field
test). Tato metoda byla ptivodn€ navrzena pro testovani emocionality u potkant (Hall, 1932,
1934). V soucasnosti je standardné pouzivana u potkanti a mysi pro hodnoceni lokomo¢ni
aktivity, explorace prostiedi a slouzi jako zakladni test pro hodnoceni chovani spuvisejiciho
s anxietou. Opakované expozice slouzi ke sledovani habituace na znamé prostredi (Christmas
a spol., 1970; Prut a Belzung, 2003). Pouzili jsme ¢tvercovou arénu o délce strany 40 cm.
Vyska stén bylo rovnéz 40 cm. Podlazka arény i stény byly svétle Sed¢ zbarveny, mistnost

byla osvétlena tlumenym svétlem.
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Mys byla vlozena do stfedu arény a ponechana volné¢ se pohybovat po dobu 5 minut. Pro
registraci pohybu mysi byl pouzit automaticky stopovaci software EthoVision 3.1 a
EthoVision XT (Noldus Information Technology bv, Nizozemsko). V programu byla plocha
arény rozdélena na centrdlni zonu a okrajovou cast pii sténach. Pomér ploch periferni
a centralni zoény byl 16:9. Sledovali jsme délku trajektorie a hodnotili relativni Cas, ktery

zvitata stravila v centralni zon¢ arény.

ouler zone
(in open fisld)

center zone2
[in open held)

7 I R
Eaea (i - | B

Obr. 6: Uspotadani arény otevieného pole.

6.5  Testovani parametrua chize

Parametry chiize jsme testovali pomoci zafizeni CatWalk (Noldus Information
Technology bv, Nizozemsko), které je vyuzivano pro hodnoceni chiize a rovnovahy pfi
zkoumani ataxie (Cendelin a spol., 2010), cévnich mozkovych piihod (Encarnacion a spol.,
2011), misnich 1ézi a 1ézi perifernich nervii (Koopmans a pol., 2006; Sheu a spol., 2012), ¢i
kloubnich patologii (Hoffmann a spol., 2010). Jde o automaticky nahrdvaci systém, jehoZz
vyhoda spoc¢iva v tom, ze zvifata se pohybuji volné, na rozdil od podobnych systémt na bazi
Slapaciho kola (treadmill), kde se jedna o nuceny pohyb. Zvitata volné ptechéazeji po sklenéné
desce koridoru vyhrazeného kolmymi sténami. Nahravani zdznamt probiha Vv temné
mistnosti. Do sklenéné desky je ze strany pfivadéno svétlo, které diky indexu lomu zGstava
uvniti desky. Pii1 doslapu se diky zméné indexu lomu svétla ploska koncetiny zobrazi jako
svételny otisk, ktery je zespodu sniméan digitalni kamerou. Software nasledné umoznuje

kvantitativni analyzu jak statickych parametrli, tzn. téch, které jsou na Case nezévislé, tak
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parametri dynamickych, u nichz je casovy aspekt dulezity. Podrobny popis zafizeni a
jednotlivych parametrti popsal Hammers (Hammers a spol, 2006).

Zvitata byla vlozena do koridoru délky 85 cm a Sitky 8,5 c¢cm, kde se mohla volné
pohybovat po celé délce koridoru. Od kazdé mysi bylo ziskdno 5 zaznamii, pfi nichz zvite
ptekonalo koridor pfimym smérem bez zatdCeni a bez zastaveni. Hodnoty z jednotlivych
zaznamu pro kazdé zvife byly zprimérovany. Hodnotili jsme nasledujici parametry (pro
snaz$i a prehlednéjsi zpracovani vysledkii a grafii ponechavame nazvy parametrit v anglicting
s nalezitym Ceskym vysvétlenim v zavorkach): walking speed (rychlost chiize v mm/s),
regularity index (% pravidelnych vzorctu krokit), paw angle (thel vytoceni plosky koncetiny
od dlouhé osy koridoru v tthlovych stupnich), stride length (délka kroku v mm), stand (doba,
po kterou je ploska v kontaktu s podlozkou vs), swing (doba pifekmitu koncetiny mezi
jednotlivymi doslapnutimi na podlozku v s), swing speed (rychlost pfekmitnuti koncetiny
mezi jednotlivymi doSlapy v m/s), base of support — BOS (vzdalenost mezi parem koncetin
vV témze pletenci v mm), support (kombinace koncetin, které jsou soucasné¢ v kontaktu
s podlozkou v % doby chiize).

U parametra paw angle, stride length, stand, swing a swing speed jsme nebrali v potaz
lateralizaci parametr(i, hodnoty z pravych a levych koncetin byly zprimérovany, takze byly

hodnoceny pouze pro piedni a zadni koncetiny (Cendelin a spol., 2010).

Dynamic parameters Static parameters

Step cycle Paw angle
————————————

RF .  —

RH
——

Swi
Stand wing Stride length

Obr. 7: Schéma statickych a dynamickych parametrii analyzy chiize.
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Parametr Jednotka Popis

Walking speed mm/s Rychlost chiize

Regularity index % Pravidelnost vzorce chiize

Paw angle ° Uhel vyto¢eni nohy od sméru
chtize

Stride length mm Délka kroku

Swing s Doba piekmitu koncetiny mezi
jednotlivymi doslapy

Swing speed m/s Rychlost prekmitu koncetiny

Base of support mm Vzdalenost mezi koncetinami
V témze pletenci
Kombinace koncetin jsoucich

Support %

ve stejném okamziku
v kontaktu s podlozkou

Tab. 6: Ptehled sledovanych parametrt chiize.

Obr. 8: Zatizeni CatWalk system.
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6.6  Testovani excitability CNS

Excitabilitu CNS jsme testovali pomoci metody audiogenni epilepsie. Tato metoda je
u potkanii a mysi bé€Zné pouzivanym experimentalnim piistupem zejména v epileptologii
(Loscher, 1999). Audiogenni zachvaty jsou reflexni zdchvaty provokované hlasitym zvukem.
U hlodaveti miize byt nachylnost k nim indukovana tzv. akustickym primingem, coz je
vystavovani zvifat silnym zvukovym podnétim béhem casnych vyvojovych fazi Zivota,
nekteré kmeny mysi a potkant jsou vrozeng¢ citlivé a priming nepotiebuji (Yagi a spol., 2005).

K hodnoceni citlivosti CNS na zvukové podnéty jsme pouzili protokol, ktery byl
vypracovan na Ustavu patologické fyziologie LF UK v Plzni (Cendelin a Vozeh, 1998, 1999).
Pouzili jsme plastovy box o rozmérech 580x360x190 mm s pruhlednym vikem. V jednom
rohu byl umistén elektricky zvonek, ktery byl zdrojem zvuku o hladin¢ intenzity 90 dB.
Pokusné zvife jsme umistili do stfedu krabice a zapnuli zvonek. Maximalni doba trvéani
zvukového stimulu byla 60 vtefin. Jestlize se vSak u mysi doSlo k vyskytu kieci, byla

stimulace ithned ukoncéena.

Reakci zvitat na zvukovy podnét jsme hodnotili na pétistupnové skale:

1 - Zadna reakce nebo pouze orientané-patraci reakce
2 - kratky b&h nebo prerusované pobihani

3 - prudky béh, vyskoky

4 - vyskyt tonicko-klonickych kieci

5 - kfe€e koncici smrti pokusného zvifete

6.7  Hodnoceni pritomnosti retinalni degenerace

Ptitomnost ¢i absence retinalni degenerace byla prokazovana post mortem histologickym
vySetienim sitnic. Thned po ukonceni testovani excitability CNS byla zvifata usmrcena
pfedavkovanim Thiopentalem. O¢i byly vyjmuty a na nékolik dni byly vlozeny do do 4%
paraformaldehydu (pH 7,4) k postfixaci. Nasledné byly vlozeny pies noc do 30% roztoku
sachardzy za ucelem kryoprotekce a zmrazeny. Na kryostatu byly nakrajeny fezy o tloust'ce

16 um a byly obarveny hematoxylinem-eosinem.
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6.8 Statisticka analyza

U vsech experimentli se zvifaty typu wild 1 Lurcher jsme jako zadkladni provedli
porovnani vysledk vidicich a slepych mysi se zachovanymi vousy, které se v chovu
ptirozen¢ vyskytuji a slouzi jako kontrolni zvifata pro chronickou a akutni vibrisotomii. Dale
jsme v ramci skupin podle absence, ¢i piitomnosti retinalni degenerace, tedy u vidicich a
slepych zvifat, porovnavali vysledky mysi se zachovanymi vousy oproti vysledkiim jedinct
vystavenych bud’ chronické, nebo akutni taktilni deprivaci. Protoze ziskana data podle
Kolmogorova-Smirnovova testu nevykazovala normalni distribuci, pouzili jsme pro vSechny
parametry a experimentdlni skupiny neparametricky Mann-Whitney test s naslednou
Bonferroniho korekci. Jako statisticky vyznamné jsme povazovali vysledky, kde p<O0,05.
Vysledky v grafech jsou vyjadieny jako primér + SEM. Pro statistickou analyzu byl pouzit
program GraphPad InStat 3.06 (San Diego, CA, USA).
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7. VYSLEDKY

Cilem této prace bylo posouzeni role vousi v kompenzaci zrakového deficitu
zpusobeného retinalni degeneraci u mysi typu wild (WT) kmene C3H pomoci modelu
dlouhodobé taktilni deprivace a odlisit tento ptipadny kompenza¢ni mechanizmus od dalsich
mechanizmi, které se na kompenzaci slepoty mohou podilet, u modelu akutni taktilni
deprivace. Dalsim tukolem bylo zhodnotit, zda jsou schopnosti kompenzace zrakového
deficitu ovlivnény koexistujicim neurodegenerativnim postizenim u mysi typu Lurcher (Lc).

Ve vysledcich tedy budou nejprve prezentovany vysledky experimentti provedenych
se zvitaty typu wild s nepostizenym mozeckem, a nasledovat budou vysledky mysi Lurcher
s olivocerebelarni degeneraci.

Ani u mysi typu wild, ani u mutantt Lurcher nebyly v Zadném z testd zjistény rozdily
mezi vidicimi a slepymi zvifaty se zachovanymi vousy. Rovnéz jsme nepozorovali rozdily

mezi vysledky samcti a samic.

Protoze terminologie parametrt analyzy chiize je uvadéna anglicky, rozhodli jsme se u
grafii nechat anglické popisky tak, jak byly publikovany, a nemichat ¢eStinu s anglictinou

dohromadly.

7.1  Role vousi v kompenzaci zrakového deficitu u mysi typu wild (WT) s intaktnim

mozeckem

7.1.1 Testy motorickych funkeci

V rotarod testu byl u vidicich myS$i pozorovan vliv pouze akutni vibrisotomie, kdy
meéla zvitata kratSi latenci padu nez kontrolni jedinci se zachovanymi vousy (p<0.01). U
slepych zvitat byly latence padu kratsi v obou ptipadech stfihdni vousli — u chronické i akutni
taktilni deprivace (p<0.001). V beam walking testu nemélo u vidicich mysi jak dlouhodobé,
tak ani akutni odstranéni voust vliv na latence padu. U slepych zvifat jsme pozorovali kratsi

latence u akutni i chronické (p<0.001) vibrisotomie (obr. 9A a B).
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Obr. 9: Motorické funkce mysi typu wild (WT) A — ratarod test, latence padu (s): Akutni
odstranéni vousi (Rd-Wh/Ac) vedlo ke zkraceni latence padu u Rd- mysi (obr. 9A vlevo), coz
nebylo pozorovano u mysi s pravidelné stiihanymi vousy. U mysi Rd+ dlouhodoba (Rd+
Wh/Lt) i akutni vibrisotomie (Rd-Wh/Ac) zpusobila zkraceni latence padu (obr. 9A vpravo);
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B — beam walking test, latence padu (s): Mezi skupinami zvitat Rd- nebyly pozorovany zadné
rozdily (obr. 9B vlevo). U Rd+ mysi vedlo dlouhodobé (Rd+ Wh/Lt) i akutni stfihani (Rd-
Wh/Ac) voust ke zkraceni latence padu (obr. 9B vpravo). ** p<0.01, *** p<0.001. Data jsou
vyjadiena jako pramér + SEM. Legenda: Rd- Wh: intaktni zrak / zachované vousy, Rd-
Wh/Lt: intaktni zrak / dlouhodoba taktilni deprivace, Rd- Wh/Ac: intaktni zrak / akutni
taktilni deprivace, Rd+ Wh: retinalni degenerace / zachované vousy, Rd+ Wh/Lt: retinalni
degenerace / dlouhodoba taktilni deprivace, Rd+ Wh/Ac: — retinalni degenerace / akutni
taktilni deprivace.

7.1.2 Spontanni motoricka aktivita

V otevieném poli jsme u mysi s intaktnim mozeckem nepozorovali rozdily mezi
skupinami vidicich zvifat. U slepych mysi stravila zvifata s chronickou i1 akutni taktilni
deprivaci delsi dobu v centralni zoné arény (p<0.001). Mysi s akutni vibrisotomii navic jesté

mély krat$i ujitou vzdalenost (p<0.001) nez kontrolni slepé mysi se zachovanymi vousy (obr.

10A a B).
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B Trajectory length
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Obr. 10: Open field, mysi typu wild (WT) A — relativni ¢as v centralni zoné (%): Mezi
skupinami Rd- zvifat nebyly pozorovany zadné rozdily (obr. 10A vlevo). Dlouhodoba (Rd+
WHh/Lt) i akutni (Rd-Wh/Ac) vibrisotomie vedla k delSimu relativnimu casu ztrdvenému v
centralni zon¢ (obr. 10A vpravo); B — délka trajektorie (cm): Pouze akutni odstranéni voust u

mys$i Rd+ (Rd+ Wh/Ac) vedlo ke zkraceni trajektorie. *** p<0.001. Data jsou vyjadiena
jako pramér + SEM. Legenda: Rd- Wh: intaktni zrak / zachované vousy, Rd- Wh/Lt: intaktni
zrak / dlouhodoba taktilni deprivace, Rd- Wh/Ac: intaktni zrak / akutni taktilni deprivace,
Rd+ Wh: retinalni degenerace / zachované vousy, Rd+ WHh/Lt: retinalni degenerace /
dlouhodoba taktilni deprivace, Rd+ Wh/Ac: — retinalni degenerace / akutni taktilni deprivace.

7.1.3 Analyza parametru chiize

Statisticky vyznamné rozdily v parametrech chiize jsme zaznamenali pouze u slepych
zvitat. MySi s chronickou taktilni deprivaci mély vétsi uhel vytoceni (paw angle) ptednich
koncetin (p<0.05) a SirSi bazi (base of support), rovnéz prednich koncetin (p<0.01). Ve
skuping zvitat s akutni vibrisotomii jsme pozorovali vétsi thel vytoCeni a $ir§i bazi prednich
koncetin, nizsi rychlost chiize a delsi dobu kontaktu pfednich konéetin (stand) s podlozkou
(p<0.01) (obr. 11A-D).
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Paw angle - front limbs
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Obr 11: Analyza chlize mysi typu wild (WT) A - walking speed (cm/s): Mezi skupinami

zvifat Rd- nebyly pozorovany rozdily (obr. 11A vlevo). U mysi Rd+
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vedla akutni
vibrisotomie (Rd+ Wh/Ac) ke snizeni rychlosti chuize, coz bylo u zvifat s pravidelnym
stithanim voust kompenzovano (obr. 11A vpravo); B — stand — ptedni koncetiny (s): Mezi



skupinami zvifat Rd- nebyly pozorovany rozdily (obr. 11B vlevo). U mysi Rd+, vedlo akutni
odstranéni vousi (Rd+ Wh/Ac) ke zvyseni doby kontaktu koncetiny s podlozkou. (obr. 11B
vpravo).; C - paw angle — pfedni koncetiny (°): Mezi skupinami zvifat Rd- nebyly
pozorovany rozdily (obr. 11C vlevo). Chronickda (Rd+ Wh/Lt) i akutni (Rd-Wh/Ac)
vibrisotomie u mysi Rd+ zpusobila zvétSeni tthlu vyto¢eni konéetiny (obr. 11C vpravo); D -
base of support — pfedni koncetiny (mm): Mezi skupinami zvifat Rd- nebyly pozorovany
rozdily (obr. 11D vlevo). Chronicka (Rd+ Wh/Lt) i akutni (Rd-Wh/Ac) vibrisotomie u mysi
Rd+ vedla k rozsiteni baze (obr. 11D vpravo). * p<0.05, ** p<0.01. Data jsou vyjadiena jako
prumér = SEM. Legenda: Rd- Wh: intaktni zrak / zachované vousy, Rd- Wh/Lt: intaktni zrak /
dlouhodoba taktilni deprivace, Rd- Wh/Ac: intaktni zrak / akutni taktilni deprivace, Rd+ Wh:
retindlni degenerace / zachované vousy, Rd+ Wh/Lt: retinalni degenerace / dlouhodoba
taktilni deprivace, Rd+ Wh/Ac: — retinalni degenerace / akutni taktilni deprivace.

7.1.4 Excitabilita CNS

Metoda audiogenni epilepsie u vidicich zvifat s intaktnim cerebelem neprokazala vliv
ani chronické, ani u akutni vibrisotomie na zmény citlivosti ke zvukovému podnétu. U
slepych mysi byla zjisténa vyssi citlivost pouze v ptipadé chronické vibrisotomie (p<0,001),

akutni odstranéni voust ke zménam citlivosti nevedla (obr. 13).
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Obr.12: Audiogenni epilepsie (stupen reakce) u mysi typu wild (WT): Pouze dlouhodobé
odstraniovani voust u mysi Rd+ (Rd+ Wh/Lt) vedlo ke zvyseni citlivosti ke zvukovému

podnétu. *** p<0.001. Data jsou vyjadiena jako pramér + SEM. Legenda: Rd- Wh: intaktni
zrak / zachované vousy, Rd- Wh/Lt: intaktni zrak / dlouhodoba taktilni deprivace, Rd-
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Wh/Ac: intaktni zrak / akutni taktilni deprivace, Rd+ Wh: retinalni degenerace / zachované
vousy, Rd+ Wh/Lt: retindlni degenerace / dlouhodoba taktilni deprivace, Rd+ Wh/Ac: —
retindlni degenerace / akutni taktilni deprivace.

7.2 Vliv olivocerebelarni degenerace u mysi typu Lurcher (Lc¢) na schopnosti

kompenzace zrakového deficitu

7.2.1 Testy motorickych funkci

V rotarod testu bylo u vidicich mysi pozorovano zkraceni latence padu u chronické i
akutni vibrisotomie (p<0,001 respektive p<0,0001). Stejny efekt jsme pozorovali i slepych
mys$i v ptipadé chronické i akutni taktilni deprivace (p< 0.0001). V beam walking testu vedla
chronicka i1 akutni deprivace ke zkraceni latence padu jak u vidicich mysi (p<0,01 respektive

p<0,001), tak i u zvifat s retinalni degeneraci (p<0,001 respektive p<0,0001), (obr. 13A a B).
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B Beam walking test
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Obr. 13: Motorické funkce mysi typu Lurcher (Lc) A — rotarod test, latence padu (s):
Pravidelné stfihani i akutni odstranéni vousu vedlo ke zkraceni latence padu u Rd- i Rd+
zvirat; B — beam walking test, latence padu (s): U zvifat Rd- i Rd+ vedlo pravidelné stiihani i
akutni odstranéni voust ke zkraceni latence padu. ** p<0.01, *** p<0.001, **** p<0.0001.
Data jsou vyjadiena jako pramér = SEM. Legenda: Rd- Wh: intaktni zrak / zachované vousy,
Rd- Wh/Lt: intaktni zrak / dlouhodoba taktilni deprivace, Rd- Wh/Ac: intaktni zrak / akutni
taktilni deprivace, Rd+ Wh: retinalni degenerace / zachované vousy, Rd+ Wh/Lt: retinalni
degenerace / dlouhodoba taktilni deprivace, Rd+ Wh/Ac: — retindlni degenerace / akutni
taktilni deprivace.

7.2.2 Spontanni motoricka aktivita

V otevieném poli u vidicich my$i Lurcher vedlo dlouhodobé stiihani vousl ke
zkraceni trajektorie ve srovnani s jedinci se zachovanymi vousy (p<0.01). Akutni taktilni
deprivace se u vidicich mysi projevila zkracenim trajektorie (p<0.001) a del$i stravenou
relativni dobou v centralni zon€ arény (p<0.01). U slepych mysi vedla chronickd i akutni
vibrisotomie ke zkraceni trajektorie (p<0.01) a delsi relativni dobé stravené v centralni zoné

(p<0.01 respektive p<0.05), (obr. 14A a B).
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Obr. 14: Open field, mysi typu Lurcher (Lc) A — relativni ¢as v centralni zoné (%): U Rd-
zvirat vedla akutni vibrisotomie (Rd- Wh/Ac) k delsimu relativnimu ¢asu v centralni zon¢, u
dlouhodobého stiihani voust (Rd- Wh/Lt) se efekt neprojevil (obr. 14A vlevo). Dlouhodoba
(Rd+ Wh/Lt) i akutni (Rd-Wh/Ac) vibrisotomie vedla k delSimu relativnimu ¢asu ztravenému
v centralni zoné (obr. 14 vpravo); B — délka trajektorie (cm): Opakované odstranovani voust i
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akutni vibrisotomie u my3i Rd- i Rd+ vedlo ke zkraceni trajektorie. * p<0.05,

** p<0.01, *** p<0.001. Data jsou vyjadfena jako pramér + SEM. Legenda: Rd- Wh:
intaktni zrak / zachované vousy, Rd- Wh/Lt: intaktni zrak / dlouhodoba taktilni deprivace,
Rd- Wh/Ac: intaktni zrak / akutni taktilni deprivace, Rd+ Wh: retinalni degenerace /
zachované vousy, Rd+ Wh/Lt: retindlni degenerace / dlouhodoba taktilni deprivace, Rd+
Wh/Ac: — retinalni degenerace / akutni taktilni deprivace.

7.2.3 Analyza parametri chiize

Analyza parametrii chize byla mozna u vidicich a slepych mysi se zachovanymi
vousy, u zvifat se stfihanymi vousy bylo mozné chlizi analyzovat jen u skupiny vidicich mysi
s pravideln¢ stithanymi vousy. U ostatnich skupin, tedy vidicich mysi s akutni vibrisotomii a
slepych mysi s opakovanou 1 akutni vibrisotomii nebylo mozné parametry chiize analyzovat,
protoze se nepodafilo ziskat dostatecné mnozstvi zpracovatelnych zaznamd, tedy takovych,
kde mys$ ptrekond koridor zafizeni CatWalk pfimym smérem bez zatiCeni a bez zastaveni.
Vidici mysi s opakovanou vibrisotomii mély oproti vidicim zvifatim se zachovanymi vousy
vetsi thel vytoceni prednich (p<0.05) i zadnich koncetin (p<0.05) a SirS§i bazi piednich

koncetin (p<0.05), (obr. 15A-C).
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B Paw angle - hind limbs
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Obr 15: Analyza chiize mysi typu Lurcher (Lc) A - paw angle — pfedni koncetiny (°):
Chronicka (Rd- Wh/Lt vibrisotomie u mysi Rd- zpisobila zvétSeni thlu vytoceni koncetiny
(obr. 15A vlevo). B — paw angle — piedni kon¢etiny (°):Chronicka (Rd- Wh/Lt vibrisotomie u
mysi Rd- zptisobila zvétseni tihlu vytoceni koncetiny (obr. 15B vlevo).; C - base of support —
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predni koncetiny (mm): Chronickd (Rd- Wh/Lt vibrisotomie u mysi Rd- vedla k rozsifeni
baze (obr. 15C vlevo). * p<0.05. Data jsou vyjadiena jako pramér + SEM. Legenda: Rd- Wh:
intaktni zrak / zachované vousy, Rd- Wh/Lt: intaktni zrak / dlouhodoba taktilni deprivace,
Rd- Wh/Ac: intaktni zrak / akutni taktilni deprivace, Rd+ Wh: retinalni degenerace /
zachované vousy, Rd+ Wh/Lt: retindlni degenerace / dlouhodoba taktilni deprivace, Rd+
Wh/Ac: — retinalni degenerace / akutni taktilni deprivace.

7.2.4 Excitabilita CNS

Metoda audiogenni epilepsie u vidicich zvifat s olivocerebelarni degeneraci
neprokazala vliv jak chronické, tak ani akutni vibrisotomie na zmény citlivosti ke zvukovému
podnétu. U slepych mysi byla zjiSténa vyssi citlivost u skupiny mysi vystavené chronické

taktilni deprivaci (p<0,05), (obr. 16).
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Obr.16: Audiogenni epilepsie (stupen reakce) u mysi typu Lurcher (Lc): U Rd+ mysi vedla
dlouhodoba vibrisotomie (Rd+ WHh/Lt) ke zvySeni citlivosti ke zvukovému podnétu.
**%0<0.05. Data jsou vyjadiena jako primér + SEM. Legenda: Rd- Wh: intaktni zrak /
zachované vousy, Rd- Wh/Lt: intaktni zrak / dlouhodoba taktilni deprivace, Rd- Wh/Ac:
intaktni zrak / akutni taktilni deprivace, Rd+ Wh: retindlni degenerace / zachované vousy,
Rd+ Wh/Lt: retinalni degenerace / dlouhodobd taktilni deprivace, Rd+ Wh/Ac: — retinalni
degenerace / akutni taktilni deprivace.
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8. DISKUZE

8.1  Role voust v kompenzaci zrakového deficitu u mysi typu wild (WT) s intaktnim

cerebellem

8.1.1 Vliv odstranéni vousii na motorickou koordinaci a kontrolu chiize

Stejné jako chronickd, tak ani akutni taktilni deprivace po odstranéni vousi neméla u
mysi s nepostizenym zrakem vliv na parametry chlize a nevedla ani ke zménam vysledkt
beam-walking testu. Ackoliv taktilni impulsy z voust hraji vyznamnou roli v lokomoci a
udrZovani rovnovahy jak na sousi, tak i ve vodé (Ahl, 1982), je patrné, Ze intaktni zrak a tedy
zachovand moznost vizuomotorické koordinace jsou pro sledované vlastnosti dostacujici.
Kdyby nebyly zadné zmény pozorovany pouze pfi chronické taktilni deprivaci, mohli bychom
piedpokladat, ze se pii kompenzaci senzorického deficitu v dasledku vibrisotomie uplatnily
kompenzacni mechanismy krosmodalni plasticity. Protoze jsme vSak stejny vysledek
zaznamenali i v ptipadé akutni vibrisotomie, je pravdépodobné, Zze pro kontrolu chiize a
udrzovani rovnovahy na kladiné je dostate¢na pravé samotna vizuomotoricka kontrola bez
nutné ucasti vousu.

U dospélych potkanii byly pii vibrisotomii pozorovany zmény drzeni téla a odlisSny
zpiisob piiblizovani ¢enichu k pfedmétim v okoli, tedy v tigmotaxi. V pfipad¢ unilateralni
vibrisotomie byly navic je§té pozorovany asymetrie v otaceni téla a tigmotaxi (Mayer a
Mayer, 1992). Stejnou asymetrii zaznamenali i Luhmann a spol. pfi experimentélnich 1ézich
,barrel“ kortexu u mys$i. Zvifata s jednostrannou 1ézi ,barrel” kortexu vykazovala vyssi
kontralateralni tigmotaxi hodnocenou prostiednictvim tzv. wall-scanningu. Tato asymetrie
byla pouze docasnd, vymizela pfiblizné po tydnu. Zajimavym zjiSténim bylo, Ze
kontralateralni tigmotaxe byla vyrazn&j$i pifi 1ézi levého barrel cortexu ve srovnani
S pravostrannou 1€zi, coz naznacuje lateralizaci behavioralnich zmén v disledku korovych 1ézi
(Luhmann a spol., 2005).

Volgi a spol. (1993) sledovali vliv akutni a chronické taktilni deprivace pomoci
pravouhlého bludisté, v némz byl box s potravou jako odménou, a prokézal, ze zvitata
s ¢asnou deprivaci méla lepSi vysledky, neZ zvifata, u nichZ byly vousy vyfazeny aZ v
dospélosti, ¢imz demonstroval vliv krosmodalni kompenzace. Normalni funkce taktilniho
systétmu jsou dulezit¢é pro normalni rozvoj senzorimotorickych funkci, potfebnych pro
efektivni vyuzivani voust jako aktivniho hmatového efektoru. Carvell a Simons (1995)

sttihali vousy potkaniim od narozeni do 45. dne Zivota, poté jim byl ponechén ¢as 60 -70 dni,
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aby mohly opét nariist. Nasledoval nékolikamésiéni behavioralni trénink v taktilni
diskriminaci, ve kterém vSak byly stidle pozorovany rozdily proti kontrolnim zvifatim.
Vysledkem experimentii bylo zjisténi, ze abnormalni taktilni zkuSenost v raném zivoté
vyznamn¢ a nejspis trvale ovliviiuje taktilni senzorimotorickou integraci.

Moznym vysvétlenim skutecnosti, ze jsme pfi vySetfovani parametri chiize nezjistili
rozdily ani u dlouhodobé, ani u akutni vibrisotomie ve srovnani s kontrolnimi zvifaty,
piestoze vySe zminéné experimenty tyto udavaji, je usporadani pokusu pii hodnoceni chitize.
Zvitata jsou uzaviena v koridoru, ktery mohou voln¢ ptebihat, a je jim ponechan Cas na
habituaci, kdy je mozna explorace prostfedi. Zaznamenavali jsme pouze plynulé ptfechody
sttedem koridoru, tedy mimo stény, takze v naSich zdznamech se tigmotaxe nijak
neuplatiovala. Rovnéz u beam-walking testu se tigmotaxe neuplatnila, protoze zvifata
pfechazela uzkou lavku v otevieném vyvysSeném prostoru beze stén.

Jediny efekt vibrisotimie u vidicich mysi jsme pozorovali na rotarod testu, kde méla
skupina vidicich mysi s akutné odstranénymi vousy horsi vysledky. To je mozné vysvétlit
konstrukei zatizeni. Primér rotujiciho valce, na kterém mysi chodily, je pfili§ maly, aby mys
stojici na jeho vrcholu, mohla kontrolovat jeho povrch zrakem, a musi proto spoléhat na
taktilni percepci. Pfi jejim nahlém odstranéni dochazi ke ztraté orientace a koordinace pohybi
S rotujicim valcem.

Vysledky testl se slepymi zvifaty odhalily rozdily pti dlouhodobé taktilni deprivaci ve
srovnani s akutni. Z téchto rozdild je patrné, Ze v ptipadé kombinace dlouhodobé zrakové a
taktilni deprivace, tedy ztraté¢ velice dilezitych informacnich vstupi pro senzorimotorickou
integraci, se uplatnily i1 dalSi mechanizmy, hrajici roli v kontrole motorického systému
(svalového tonu, postury, motorické kordinace). Lze predpokladat kompenzatorni
krosmodalni zvySeni efektivity systémi jako je propriocepce, vestibularni systém a
somatosenzoricka aferentace z koncetin (Hasan a Stuart, 1998; Kandel a spol., 1991).
Nicméné, nasSe vysledky svédci pro skutecnost, Ze klicovou roli v kompenzaci zrakového
deficitu v motorickych ulohach vyzadujicich koordinaci pohybd a udrzovani rovnovahy hraji
pravé vousy, protoze akutni vibrisotomie u slepych mysSi zpiisobila vyrazné&j$i zmény
Vv parametrech chiize a ve vysledcich motorickych testu.

U lidi byl zkoumén vliv vrozené a ziskané ztraty zraku na udrzovani rovnovédhy a
moznosti kompenzace tohoto zrakového deficitu. Prostfednictvim posturografie byly
v n¢kolika testech vySetfovani lidé kongenitalné slepi, dale lidé, ktefi ztratili zrak b&hem
Zivota, a kontrolni vidici jedinci; pro hodnoceni vlivu zrakovych informaci u vidicich lidi byly

testy provadény nejprve s otevienyma a pak zavienyma o¢ima. Lidé se ziskanym vizudlnim

48



deficitem méli vyznamné nizsi stabilitu pfi testech s otevienyma ocima. Jestlize méli vidici
jedinci o€i zaviené, rozdily vymizely. U vrozen¢ slepych lidi byly vysledky shodné s vidicimi
jedinci pii otevienych ocich. V testech se zavienyma o¢ima méli slepi jedinci vysledky
vyznamné lepsi, nez vidici lidé. Z vysledki autofi vyvozuji, Ze zrakové postizeni ovliviiuje
posturalni kontrolu a to zejména u ziskané poruchy, zatimco u kongenitalné slepych lidi
pusobi somatosenzoricky a vestibularni systém jako kompenzatorni mechanizmy (Schwesig a
spol., 2011). Je zajimavé, Ze v praci o n€kolik let starsi, sledujici rovnéz schopnost udrzovani
rovnovahy (Schmidt a spol., 2007), dospéli autofi k zavéru, ze zrakovy deficit neni nikterak
kompenzovan mechanizmy krosmodalni plasticity. Dokazuje to podle nich, ze zrak ma
nezastupitelny vyznam pro zpracovani a integraci ostatnich senzorickych vstupt pfi kontrole
rovnovahy. Rozdil mezi ¢lovékem a mysi v tomto ohledu spociva ve vyznamu zraku ve
srovnani s ostatnimi smysly. Lidé pfijimaji zrakem az 90 % informaci z okolniho svéta, coz
jej Cini nejdilezitéjsim smyslem (Myslivecek, 2003), zatimco u mysi bylo prokazano, ze
jejich vizuospacialni rozliSovaci schopnost je nizkd, takze zrak u nich neni primarnim
smyslem (Porciatti a pol., 1999; Gianfranceschi a spol., 1999; Prusky a spol., 2004,
Schmucker a Schaeffel, 2006).

8.1.2 Vliv vibrisotomie na spontanni motorickou aktivitu

Spontanni motoricka aktivita v otevieném poli u vidicich a slepych mysi se
zachovanymi vousy je téméf shodna; nezaznamenali jsme vyznamné rozdily v délce
trajektorie, ani v relativni dob¢ stravené v centralni zon¢ arény. Skute¢nost, Ze u vidicich mysi
nema odstranéni voust, at’ dlouhodobé, ¢i akutni, vliv na délku trajektorie v otevieném poli,
svédci pro to, ze na kratké vzdalenosti je zrak pro orientaci postacujici. A naopak, skutecnost,
zZe slepa zvitata s vousy se chovaji stejné jako vidici jedinci, potvrzuje fakt, Ze vousy jsou pro
orientaci dilezité. U mysi s retindlni degeneraci je zachovano vnimani intenzity svétla (Foster
a spol, 1991), coz spolu se zachovanou moznosti taktilni percepce pomoci voust patrné
vysvétluje rovnéz stejnou relativni dobu strdvenou v centralni zoné arény, ktera je oteviena a
tudiz vice osvétlena nez periferni zona pii sténéch.

U slepych mysi absence vousii chovani v otevieném poli vyznamné ovlivnila.
Chronické taktilni deprivace a jeSt¢ vyraznéji deprivace akutni vedla u zvifat ke snizeni
motorické aktivity. Tento ndlez lze interpretovat jako projevy uzkostného chovéni, tzv.
anxiety-like behaviour, které mize byt vysvétleno stresem navozenym senzorickou deprivaci
(Belzung a Griebel, 2001). Naopak zvysend senzoricka stimulace vede u mysi ke snizeni miry

anxiety a zeslabeni rekci na stres (Benaroya-Milshtein a spol., 2004). Uspotadani testovani v
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otevieném poli, které jsme pouzili, slouzi jako zékladni screening explorace nového prostiedi
a miry anxiety, a my jsme hodnotili pouze horizontalni aktivitu zvifat, tedy jen drdhu a cas
v riznych oblastech arény. Sofistikovanéjsi zafizeni umoznuji hodnotit i chovani zvirat ve
vertikalni rovin€, kdy je pomoci snimacich paprskii zaznamenavano vzpiimovani zvirat
Vv prubéhu pobytu v otevieném poli (Crawley a Bailey, 2008). Je mozné, zZe existuji rozdily ve
vertikalnim chovani mezi zvifaty sledovanych skupin, v horizontalni aktivité jsme vSak u nich
rozdily nepozorovali, a naSe laboratof pro vyse zminéné komplexnéjsi sledovani vybavena
neni.

Dalsi standardné pouZzivany behavioralni test anxiety se provadi v zafizeni zvaném
Elevated Plus Maze. Jde o ploSinu ve tvaru kiiZe, jejiz dvé protilehla ramena jsou opatiena
sténami, zbylad dvé ramena jsou beze stén. PloSina je zvednuta do urcité vysSe nad zemi, takze
jsou zde kombinovany prvky neznamého prostiedi, otevieného prostoru a vysky. Tato metoda
je zalozena, stejné jako metoda otevieného pole, na pfirozeném strachu hlodavci
z otevienych prostor a na konfliktu mezi exploraci nového prostiedi a strachem z otevienych
a navic jesté vyvysSenych mist. Zvife je polozeno do stfedu kiiZze a jeho chovani se hodnoti
podle poctu vstupli do uzavienych ramen, do otevienych ramen a doba stravend v otevienych
¢i uzavienych ramenech. Delsi Cas straveny v otevienych ramenech je znamkou niz$i miry
anxiety (Lister, 1987; Bourin a spol., 2007). Nicmén¢, problematické by mohlo byt pouziti
tohoto testu u slepych mysi u skupin s odstranénymi vousy. Slepa zvifata zbavena jesté
taktilnich informacnich vstup dileZitych pro orientaci by mohla z centralni oblasti a
otevienych ramen padat. Navic, v experimentech zkoumajicich vnimani hloubky prostoru
pomoci tzv. “visual cliff testu” bylo zji$téno, ze na rozdil od dalSich ¢étyt testovanych kment
maji mysi kmene C3H s percepci hloubky prostoru potize (Fox, 1965), takze pouziti této

metody se v naSem piipadé nejevilo jako vhodné.

8.1.3 Vliv odstranéni vousii na excitabilitu CNS

Testovani excitability CNS pomoci metody audiogenni epilepsie neodhalilo Zadné
zmény u vidicich mys$i ani u chronické, ani u akutni taktilni deprivace. U slepych zvifat se
projevila zvysena citlivost sluchového systému pouze v ptipadé chronické taktilni deprivace,
tedy v ptipad¢é kombinovaného dlouhodobého deficitu zraku a hmatu z voust. U slepych mysi
se zachovanymi vousy jsme zadné zmény oproti vidicim vousy nepozorovali. Tento nas nalez
je vrozporu svysledky celé fady pozorovani jak pokusnych zvifat, tak i lidi, kde byly

Vv pfipad€ slepoty bez dalSich senzorickych deficiti zaznamenany kompenzatorni zmény ve
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smyslu zvySeni citlivosti sluchu jak na elektrofyziologické, tak i strukturdlni a behavioralni
urovni.

U kocek, kterym byla ihned po narozeni provedena sutura o¢nich vicek, bylo zjisténo
zvétSeni rozsahu sluchové korové reprezentace do primarn€ nesluchovych, ptivodné
vizualnich oblasti. Rovnéz byla prokdzana lepsi schopnost prostorové lokalizace zvukovych
podnéti (Rauschecker a Korte, 1993; Korte a Rauschecker, 1993; Yaka a spol., 1999). U
kongenitaln¢ anoftalmickych mysi bylo rovnéz pozorovano, ze primarni zrakovy kortex
reaguje na zvukové podnéty. Sledovanim nervovych drah byla déle popsana pifima neuronalni
spojeni mezi colliculi inferiores a zrakovym kortexem (Laemle a spol., 2006). Odpovéedi
zrakového kortexu na zvukové stimuly jsou popsany i u potkant (Piché a spol., 2007). Ve
vyse popsanych ptipadech jde o pokusy s vrozenou slepotou ¢i zrakovou deprivaci navozenou
kratce po narozeni a je zde zminovana zavislost kompenzaénich schopnosti na ¢asném
nastupu zrakového deficitu. Posledni dostupné prace popisuji schopnost popsanych
kompenzacnich zmén 1 u dospélych jedinct. Tak napf. po tydnu v temném prostiedi byla u
mysi z pokusné skupiny, prostiednictvim sluchovych evokovanych potenciald, zjisténa vyssi
citlivost ke zvukovym podnétim ve srovnani s kontrolami, které byly drzeny v normalné
osvétleném prostredi (Petrus a spol., 2014).

U kongenitaln¢ slepych lidi byla prokdzana lepsi prostorové lokalizace zvukovych
podnéti (Muchnik a spol., 1991; Roder a spol., 1999). Pii testovani monoaurdlniho a
binauralniho slySeni bylo zjisténo, Ze slepi lidé jsou schopni, na rozdil od vidicich jedinct,
lokalizovat zvukovy podnét i monoauralné. Dale se ukdzalo, Ze slepi lidé s rezidudlnim
perifernim vidénim lokalizovali zvuk s menSi pfesnosti, neZ vidici nebo naopak Uplné slepi,
z ¢ehoz plyne, Ze schopnost kompenzace zavisi na etiologii a zadvaznosti slepoty (Lessard a
spol., 1998). Pii elektrofyziologickych studiich u lidi bylo prokazano, Ze sluchové evokované
potencialy 1ze zaznamenat i v oblasti zrakového kortexu, coz dokazuje kompenzatorni funkéni
reorganizaci (Kujala a pol., 1995, Leclerc a spol., 2000). K podobnému zjisténi se doslo i pfi
meéfeni pratoku krve mozkem pomoci pozitronové emisni tomografie, ¢i funkéni magnetické
rezonance. U kongenitalné slepych lidi byl zaznamenan zvyseny prutok oblastmi zrakového
kortexu pfi lokalizaci zvukového podnétu (Weeks a spol., 2000).

Skutec¢nost, ze vnaSi praci jsme nezjistili zvySeni citlivosti u slepych mysi se
zachovanymi vousy, lze patrné vysvétlit volbou metody zkoumdni citlivosti ke zvukovému
podnétu. Metoda audiogenni epilepsie byla objevena ndhodou ve dvacatych letech minulého
stoleti pfi studovani podminénych reflext u mysi, kdy se pfi pouziti zvukového podnétu pfi

podavani krmeni necekané objevily epileptické zachvaty (Vasiliev, 1924). Postupné byly
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objeveny kmeny mysi a potkani, které jsou geneticky vnimavéjsi ke zvukovym podnétim, a
metoda audiogenni epilepsie se stala bézn¢ pouZzivanou ve vyzkumu na poli epileptologie
(Hall, 1947; Bures, 1963; Krushinski a spol., 1970; Brennan a spol., 1997; Zakaria a spol.,
2014). Neuronalni substrat audiogennich zachvati je lokalizovan na trovni colliculi inferiores
(Browning a spol., 1999; Ross a Coleman, 2000). Na zaklad¢ naSich vysledkt se zd4, ze tato
metoda neni dostatecné citliva, aby zaznamenala jemné zmény ve sluchovém systému, které
nejsou tak vyrazné, jako ty, které jsme pozorovali v pfipadé kombinovaného senzorického
deficitu, a je tedy pro podobné sledovani nevhodna. Je mozné, ze na behavioralni urovni by se
sledovani kompenzatornich zmén sluchu dalo 1épe studovat pomoci metody acoustic startle
reflex (ASR), cozZ je nepodminénad motoricka reflexni reakce na néhly kratce trvajici zvukovy
podnét. Na rozdil od ndmi pouzité metody audiogenni epilepsie a jejiho vyhodnoceni, 1ze u
ASR charakter zvukového podnétu snadno modulovat a hodnoceni motorické reakce je
Vv modernich pfistrojich, diky vyuziti potenciometru, velice piesné a citlivé (Yeomans a

Frankland, 1995; Blaszczyk a Tajchert, 1997).

8.2  Vliv olivocerebelarni degenerace na schopnosti kompenzace zrakového deficitu u

mysi typu Lurcher

Ptestoze v teoretickém uvodu je v kapitole 5.3 zminén prikaz, ze neurodegenerativni
onemocnéni negativné ovliviiuje neuroplasticitu, a v kapitole 5.5 je konkrétné popsan vliv
olivocerebelarni degenerace na synaptickou plasticitu u mysi typu Lurcher, nenalezli jsme
prace popisujici vliv neurodegenerativnich procesti na krosmodilni plasticitu u lidi, ani u
zvitecich modelt. Proto, na rozdil od pfedchozi kapitoly 8.1 neméme s ¢im naSe vysledky a

zavery z nich plynouci porovnavat.

8.2.1 VIliv olivocerebelarni degenerace na motorickou koordinaci a kontrolu chiize u

modelu chronické a akutni vibrisotomie

U mysi typu wild bez neurodegenerativniho postizeni mozecku jsme u vidicich
jedincti pfi vySetfeni motorickych funkci pozorovali zkraceni latenci pouze U rotarod testu pfi
akutni vibrisotomii, coZ bylo diskutovano v kapitole 8.1.1. U vidicich mysi typu Lurcher
vedla jak chronicka, tak i akutni taktilni deprivace ke zkraceni latenci v obou testech, tedy
v rotarod testu a beam walking testu. Z této skutecnosti lze usuzovat, Ze olivocerebelarni
degenerace negativné ovliviiuje senzorimotorickou integraci. U slepych mysi zpisobila

chronicka i akutni vibrisotomie zkraceni latenci v obou testech, coz je stejny jev, jako u
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skupiny mysi typu wild. Z tohoto ndlezu tedy nemtizeme hodnotit, zda neurodegenerativni
postizeni u mysi typu Lurcher ovliviiuje moznosti krosmodalni kompenzace.

Pti vySetfovani parametrii chiize se nam kromé kontrolnich skupin, tj. vidicich a
slepych mysi se zachovanymi vousy, podafilo analyzovat chiizi pouze u skupiny vidicich
zvitat s opakovanym stfihanim vousid. U téchto mysi zpusobila opakovana dlouhodoba
vibrisotomie zmény nékterych parametrii chlize, coz jsme u zvifat typu wild nepozorovali.
Protoze taktilni impulsy z voust hraji vyznamnou roli v lokomoci a udrzovani rovnovahy
(Ahl, 1982), je zde patrné, ze jejich absence nebyla, na rozdil od mysi typu wild,
kompenzovana, coz svéd¢i pro postizeni krosmodalni plasticity. Zajimavé by bylo sledovat
zmény zpusobené akutni vibrisotomii u vidicich jedinct a zejména pak vysledky chronické i
akutni vibrisotomie u slepych zvifat. Parametry chiize myS$i z téchto skupin vSak nebyly
hodnotitelné, protoze se nepodatilo ziskat dostatecné mnozstvi zpracovatelnych zaznamd,
tedy takovych, kde mys piekoné koridor zatizeni CatWalk pfimym smérem bez zataCeni a bez
zastaveni. SkuteCnost, ze v pfipad¢ vidicich mys$i akutni, a v pfipadé slepych chronickd i
akutni taktilni deprivace vedla k tak vyraznym zméndm charakteru chtize, ze nebylo mozné
zdznamy analyzovat, je tak dalSim nepfimym potvrzenim toho, ze neurodegenerativni
postizeni negativné ovlivnilo schopnosti krosmodalni plasticity. Parametry chiize téchto zvirat
by mohlo byt mozné analyzovat pomoci zafizeni na principu §lapaciho kola (treadmill), kde je
na rozdil od CatWalk systému zvifatim pohyb vnucen rotujicim valcem, v némz jsou
uzaviena, a nemaji tak moznost se zastavovat ¢i vyrazn€ ménit smér chiize. Tato zafizeni maji
na jednu stranu vyhodu v tom, Ze rychlost vnucené chlize je regulovatelna a stejna pro
vSechna zvifata, ¢imZ lze eliminovat rozdily v parametrech, které jsou zavislé na rychlosti
chiize, jako je tomu tfeba pravé u mysi typu Lurcher, coZz jsme prokazali v nasi praci
(Cendelin a spol., 2010). Na strané¢ druhé, pohyb zvifat ve §lapacim kole neni spontanni a
senzorické vstupy béhem chiize jsou odlisné od stimulll pfi chlizi spontanni. Tato skutecnost
vede ke konstatovani, ze nékteré parametry chiize ziskané pomoci Slapaciho kola a vysetteni
spontanni lokomoce (tzv. over-ground locomotion), jako je napt. CatWalk systém, jsou
odlisné a vysledky ziskané pomoci obou téchto metod nejsou plné srovnatelné ( Herbin a

spol., 2007; Wooley a spol., 2009.
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8.2.2 Vliv olivocerebelarni degenerace na spontinni motorickou aktivitu u modelu

chronické a akutni vibrisotomie

V otevieném poli jsme u mysi typu Lurcher, na rozdil od mysi typu wild, pozorovali
zmény chovani charkteru anxiety-like behaviour v dusledku stresu navozeného senzorickou
deprivaci nejen u slepych mysi, ale i u vidicich jedinct v piipadé dlouhodobého stiihani
voustt 1 U akutni vibrisotomie. U neurodegenerativniho postizeni tedy samotny zrak bez
nalezitych taktilnich informac¢nich vstupi zvousi neni plné dostacujici k orientaci
Vv neznamém prostiedi, a absence taktilnich vjemid vede k rozvoji stresu, coz podporuje
domnénku naruSené senzorimotorické integrace. U slepych mysi typu wild stravily sice mysi
s chronickou taktilni deprivaci delsi relativni ¢as ve stfedni zoné arény, nez slepé mysi bez
voust, ale délka trajektorie se vyznamné neliSila. Absence taktilnich vstupti zde tedy byla
castecné kompenzovana. U slepych mysi typu Lurcher navodila chronickd vibrisotomie
kromé¢ delsi relativni doby ve stfedové oblasti navic jesté zkraceni trajektorie, takze zde chybi
alesponn ¢astecnd kompenzace, kterou jsme pozorovali u zvifat bez neurodegenerativniho

postizeni.

8.2.3 Vliv olivocerebeliarni degenerace na excitabilitu CNS u modelu chronické a

akutni vibrisotomie

Zatimco vysledky testi motorickych funkci, analyza parametrti chiize i1 chovani
vV otevieném poli nasvédcuji tomu, Ze olivocerebeldrni degenerace negativné ovliviiuje
krosmodalni plasticitu a tedy schopnost kompenzovat zrakovy deficit, vysledky testovani
excitability CNS pomoci metody audiogenni epilepsie u mysi typu Lurcher byly obdobné jako
u mysi typu wild. V pfipadé kombinace zrakového deficitu a dlouhodobé taktilni deprivace
jsme zaznamenali zvySenou citlivost ke zvukovému podnétu. V tomto piipadé bychom mohli
uvazovat o tom, Ze na tomto ndlezu mizZe mit podil ta skutecnost, ze mysi typu Lurcher maji
prirozené zvysSenou citlivost ke zvukovym podnétim (Cendelin a Vozeh, 1999). Piesné;si
vysledky na behavioralni urovni by mohlo poskytnout pouziti metody acoustic startle

response, popifipad¢ na funk¢ni trovni téz vySetieni sluchovych evokovanych potenciali.
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9. ZAVER

V prvni Casti prace se zviraty typu wild bez neurodegenerativniho postizeni jsme U
modelu akutni a chronické taktilni deprivace metodou vibrisotomie prokazali vyznamnou
ulohu voust v kompenzaci zrakového deficitu zpisobeného retinalni degeneraci. Ostatni
mechanizmy krosmodalni plasticity jsou schopné caste¢né kompenzace v piipadé
kombinované dlouhodobé zrakové a taktilni deprivace, ale jsou nedostatecné v piipadé nahlé
taktilni deprivace u slepych dospélych jedinci. Tato pozorovani se tykaji nékterych
motorickych funkci a kontroly chilize, zatimco spontanni motoricka aktivita je ovlivnéna jak
chronickou, tak i akutni taktilni deprivaci. ZvySena citlivost k hlasitym zvukovym podnétim
byla pozorovéana pouze v ptipad¢ slepoty kombinované s chronickou taktilni deprivaci.

Samotny zrak (spolu s ostatnimi mechanizmy), bez ucasti voust, je dostacujici pro
lokomotorické funkce. U slepych mysi se vousy ucastni kompenzace zrakového deficitu. V
pripad¢é dlouhodobé zrakové a taktilni deprivace se kompenzace ucastni i dal$i mechanizmy
kompenzace, coZ je patrné z odliSnych vysledkl akutni taktilni deprivace. U motorickych
funkei vyzadujicich koordinaci pohybt a u kontroly chize hraji vousy klicovou roli
v kompenzaci zrakového postizeni - ani dlouhodoba taktilni deprivace nevedla k plné
kompenzaci prostfednictvim ostatnich mechanizmt. Pro spontanni aktivitu v otevieném poli
jsou zrak a vousy nepostradatelné. Citlivost CNS ke zvukovym podnétim neni ovlivnéna
samotnou zrakovou, nebo taktilni deprivaci. Pro kompenzatorni zvyseni citlivosti sluchu musi
dlouhodob4 zrakova a taktilni deprivace plisobit soucasné.

Ve druhé casti prace jsme sledovali vliv neurodegenerativniho postizeni na vysSe
popsané kompenza¢ni mechanizmy U modelu chronické a akutni taktilni deprivace v ptipadé
myS$i Lurcher postizenych olivocerebelarni degeneraci. Zmény chovani slepych zvifat po
chronické 1 akutni vibrisotomii v motorickych testech, pifi analyze parametrii chlize a
v otevieném poli dokladaji, ze neurodegenerativni postizeni snizuje kompenzacni schopnosti
prostfednictvim mechanizml krosmodalni plasticity. V téchto experimentech jsme, na rozdil
od mysi typu wild s nepostizenym mozeckem, u mysi Lurcher pozorovali vliv chronické i
akutni taktilni vibrisotomie téZ u vidicich mysi, coz nasvédCuje tomu, Ze olivocerebeldrni
degenerace negativné ovliviiuje senzorimotorickou integraci. Pti testovani drazdivosti CNS
jsme pozorovali jeji zvySeni v pfipadé kombinace slepoty a dlouhodobé taktilni deprivace,
coz muze byt disledkem pfirozené vyssi citlivosti CNS jako projevu olivocerebelarni

degenerace.
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V praci jsme odhalili limity nékterych metod, at’ se jiz jedné o uspotfadani experimentu
(CatWalk systém), nebo citlivost metody (audiogenni epilepsie), a diskutovali jsme moznosti,
jak tyto nedostatky eliminovat pomoci pouziti jinych testd. Studium krosmodalni plasticity a
zejména jeji ovlivnéni neurodegenerativnim postizenim CNS potiebuje dukladnéjsi studium,

pro které muze byt tato prace vychodiskem.
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